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RIASSUNTO
Parole chiave: epirubicina, HPLC, farmacocinetica, cane, chemioterapia.
L’epirubicina (EPI) è un derivato semisintetico della doxorubicina, un’antraciclina largamente usata in
medicina umana come farmaco antitumorale. Gatti e cani sono frequentemente affetti da neoplasie di
vario tipo, in queste malattie, il trattamento chirurgico ha un ruolo elettivo ma, negli ultimi anni, la
chemioterapia ha progressivamente sostituito il vecchio metodo invasivo. Poiché alcuni farmaci sono
altamente tossici, monitorizzarne la concentrazione durante la terapia è largamente raccomandato per
evitare gravi effetti indesiderati. Il presente studio descrive un rapido e semplice metodo HPLC,
validato secondo le linee guida dell’EMEA sulla validazione delle procedure analitiche, per rilevare l’EPI
ed il suo metabolita epirubicinolo (EPIolo) nel plasma di cane. A quattro femmine di cane meticcio, di
3-4 anni e di 20-25 kg di peso, sono stati somministrati 2mg/kg IV di EPI. È stato poi prelevato il
sangue in tempi differenti ed estratto il plasma. Il metodo HPLC consisteva di una fase mobile
costituita da NaH2PO4 50 mM / CH3CN 65/35 v/v (pH 4.00), il rilevatore è stato impostato
rispettivamente a 480 nm e 560 nm di lunghezza d’onda di eccitazione ed emissione, rispettivamente.
Il flusso è stato settato a 1 ml/min con attenuazione 0.004 AUFS, la colonna era una Spherisorb®
ODS2 C18 (150X4.6mm). L’estrazione è stata condotta nel seguente modo: 500 μl di plasma canino
sono stati addizionati allo standard interno (daunorubicina 10 μg/ml) e a 500 μl di Na2HPO4 0.2 M, il
tutto è stato estratto con 3 ml di CHCl3-CH3OH 90:10 v/v, vortexato e centrifugato a 3000 rpm per 20
minuti. Dopo la centrifugazione, è stata estratta la fase organica e l’estrazione è stata ripetuta due
volte. La fase organica è stata raccolta, evaporata a secco e ripresa con 250 μl di CH3OH e 20 μl sono
stati iniettati nell’HPLC. I valori di LOQ e LOD per EPI e EPIolo sono stati rispettivamente 10 e 5, 1 e
0.5 ng/ml. Il recupero è stato 85.5 ±2.5% (SE) per entrambe le sostanze. Precisione e accuratezza
sono rimaste entro il 10%. La riproducibilità è stata valutata per mezzo di prove di laboratorio. La
concentrazione di EPI ha raggiunto il plateau dopo 30 minuti, mentre la concentrazione di EPIolo è
rimasta sotto LOQ per i primi 30 minuti raggiungendo la concentrazione massima (47 ng/ml) dopo 4
ore. Otto ore dopo la somministrazione, l’EPI è stata sotto LOQ, mentre dopo 56 ore l’EPIolo era
ancora rilevabile. Poiché l’EPIolo sembra essere il maggior responsabile della cardiotossicità, questo
metodo può essere usato per stimare la concentrazione di EPI ed EPIolo nel plasma canino per evitare
i severi effetti collaterali di questo farmaco antitumorale.
ABSTRACT
Key words: epirubicin, HPLC, pharmacokinetic, dog, chemotherapy.
Epirubicin (EPI) is a semisynthetic derivative of doxorubicin, an anthracycline widely used in
human medicine as anticancer drug. Cats and dogs are frequently affected by mammary
cancers. In this disease, surgical treatment has an elective role but, in the few past years,
chemotherapy has progressively substituted the old invasive method. Since some drugs are
highly toxic, monitoring drug concentrations during therapy is widely recommended to
avoid severe adverse effects. The present study describes a rapid and simple HPLC method,
validated according to the EMEA guidelines on validation of analytical procedures, to detect EPI
and epirubicinol (EPIol) in dog plasma. Four mongrel female dogs, 3 - 4 years hold, 20-25 kg,
were administered 2 mg/kg IV EPI. Blood was collected at different times and plasma was extracted.
The mobile phase consisted in NaH2PO4 50mM / CH3CN 65:35 v/v pH 4.00, the detector was
set at 480 nm and 560 nm for excitation and emission, respectively. The flow was 1
ml/min, attenuat ion 0.004 AUFS, column was Spherisorb® ODS2 C18 (150x4.6 mm).
500 μl of dog plasma were mixed with internal standard (daunorubicin 10 μg /ml) added with
500 μl Na2HPO4 0.2 M and shacked with 3 ml of CHCl3,-CH3OH 90:10 v/v for 20 minutes. After
centrifugation, the organic phase was picked up and extraction repeated twice. The organic
layers were collected and dryed; 250 μl of CH3OH were added and 20 μl were injected onto HPLC.
The LOQ and LOD for EPI and EPIol were 10 and 5, 1 and 0.5 ng/ml, respectively. Recovery was
85.5±2.5 % (SE) for both substances. Precision and accuracy were within 10 %. Reproducibility
was assessed by means of inter-laboratory trials. EPI concentration reached a plateau after 30
min, while EPIol concentration was under LOQ for the first 30 min and rose to Cmax (47
ng/m1) after 4 hours. 8 Hours after the administration, EPI was under LOQ, while EPIol was
detected also after 56 hours. As EPIol seems to be the main responsible of cardiotoxicity,
this method could be used to asses the EPI and EPIol plasma concentrations in dog plasma
to avoid the severe adverse effects due to this anticancer-drug.
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INTRODUZIONE
1. ANTRACICLINE
Le antracicline e i loro derivati sono considerati tra i più attivi
farmaci antitumorali a nostra disposizione. Le prime antracicline furono
isolate dai pigmenti prodotti dal fungo Streptomyces peucetius var.
caesius nel 1960 e furono chiamate doxorubicina (DOX) e daunorubicina
(DNR).
Sebbene abbiano una struttura chimica molto simile, la
daunorubicina è utilizzata soprattutto nei casi di leucemia acuta, mentre
la doxorubicina ha un più largo spettro d’azione e possiede una marcata
attività contro i tumori solidi, come le neoplasie mammarie.
Il valore clinico di questi farmaci è tuttavia limitato dal precoce
sviluppo di resistenza nelle cellule tumorali e da una elevata tossicità a
carico del tessuto cardiaco, che si presenta come cardiomiopatia cronica
ed insufficienza cardiaca congestizia.
Negli ultimi 20 anni sono stati ricercati degli agenti che
presentassero la stessa attività antitumorale, ma una ridotta tossicità
cardiaca. Sono stati preparati centinaia di derivati delle antracicline
(Weiss, 1992), ma solo pochi tra questi sono risultati efficaci; qui citiamo
l’idarubicina (IDA) per le leucemie e l’epirubicina (EPI) per i tumori solidi.
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Chimica
La molecola delle antracicline è costituita da un anello tetraciclico
diversamente sostituito, al quale è attaccato uno zucchero, la
daunosamina (fig. 1.1).
Figura 1.1 Formule di struttura delle antracicline
L’aglicone è formato da un anello tetraciclico che presenta un
gruppo chinone-idrochinone negli anelli B-C, un sostituente metossile al
C-4 dell’anello D ed una corta catena alchilica al C-9, con un gruppo
carbonilico al C-13. Lo zucchero, daunosamina, è attaccato con legame
glicosidico al C-7 dell’anello A. La sola differenza tra DOX e DNR è nella
catena alchilica al C-9; la DOX presenta un alcool primario, mentre la
DNR termina con un metile (Minotti et al., 2004).
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L’EPI è un derivato semisintetico della DOX ottenuto mediante
epimerizzazione del gruppo idrossilico al C-4’ della daunosamina. Questo
cambiamento ha avuto poco effetto sul meccanismo d’azione o sullo
spettro d’azione dell’EPI rispetto alla DOX, mentre ha influenzato la
farmacocinetica ed il metabolismo; aumentato volume di distribuzione
(Vd), 4-O-glucuroconiugazione, con conseguente aumento della
clearance (Cl) e diminuzione del tempo di dimezzamento (t1/2) (Robert
and Gianni, 1993; Danesi et al., 2002). Proprio in virtù di questi
cambiamenti nella cinetica e nel metabolismo, l’EPI è stata utilizzata a
dosi circa doppie rispetto alla DOX; si è riscontrata un’equivalente
attività, ma una cardiotossicità non aumentata (Robert, 1993).
L’IDA è un analogo della DNR ottenuto per rimozione del gruppo
metossilico dal C-4 dell’anello D; si è dimostrata attiva in leucemie acute,
mielomi multipli, linfomi non Hodgkin’s e neoplasie mammarie
(Borchmann et al., 1997). Il più ampio spettro di azione può essere
dovuto ad un incremento della lipofilicità della molecola e dell’uptake
cellulare, e ad una migliore stabilizzazione del complesso farmaco-
topoisomerasiII-DNA (Binaschi et al., 2001). Riguardo alla cardiotossicità
indotta dall’IDA si hanno risultati discordanti; alcuni autori sostengono
che il farmaco ne è privo (Toffoli et al., 1997), mentre altri descrivono la
comparsa di insufficienza cardiaca congestiza in pazienti con precedenti
disturbi cardiovascolari o già trattati con antracicline (Anderlini et al.,
1995).
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Meccanismo d’azione
Visto l’esteso utilizzo di questi farmaci, il loro meccanismo d’azione è
ancora oggi molto studiato ed è materia di controversia. Sinora sono
stati documentati vari meccanismi alla base della tossicità delle
antracicline sia per le cellule neoplastiche che per le strutture
dell’organismo:
inibizione della topoisomerasi II, con conseguente scissione dei
filamenti del DNA e blocco della sintesi di DNA e RNA;
induzione dell’apoptosi;
formazione di radicali liberi che provocano danni al DNA e
perossidazione dei lipidi;
legame alle membrane, che ne altera la fluidità ed il trasporto degli
ioni;
intercalazione e alchilazione della doppia elica del DNA, con
conseguente inibizione della sintesi.
Tutti questi meccanismi possono contribuire all’ attività antitumorale
delle antracicline (Gewirtz, 1999).
Antracicline e topoisomerasi II
Le topoisomerasi sono enzimi che modificano la topologia del DNA
durante la trascrizione, la replicazione e la ricombinazione senza
alterarne la struttura e la sequenza nucleotidica. Questi enzimi alterano
la conformazione del DNA producendo delle rotture transitorie del
singolo filamento nel caso delle topoisomerasi I e del doppio filamento
nel caso della topoisomerasi II. Essi catalizzano anche la “ligazione“ cioè
la ricucitura della rottura del DNA.
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Le topoisomerasi giocano quindi un ruolo fondamentale nella
duplicazione del DNA e per questo possono rappresentare un bersaglio di
farmaci antitumorali (Binaschi et al. 2001).
L’enzima topoisomerasi II esiste nelle cellule umane in due isoforme
α e β; le antracicline interferiscono proprio con l’attività di questo enzima
perché inducono la formazione di un complesso ternario DNA-farmaco-
topoisomerasi II in cui i filamenti del DNA sono rotti e legati
covalentemente ad un residuo tirosinico dell’enzima. I farmaci, pertanto,
impediscono la normale chiusura dell’elica del DNA. La formazione e la
stabilizzazione del complesso DNA-farmaco-topoisomerasi II si basa su
precise caratteristiche strutturali. Il sistema planare tetraciclico è
importante per l’intercalazione nella doppia elica del DNA, mentre la
parte della molecola che non si intercala, il residuo zuccherino e l’anello
A del sistema tetraciclico, stabilizzano il complesso. In particolare, per
l’attività dell’antibiotico risultano determinanti i sostituenti sulla
daunosamina; l’inibizione della topoisomerasi II aumenta con la
rimozione del sostituente amminico al C-3’ dello zucchero o del gruppo
metossilico al C-4 dell’anello D (IDA) (Binaschi et al., 2000, 2001).
Il danno al DNA mediato dalla topoisomerasi II comporta quindi,
oltre alla scissione dei filamenti del DNA, un blocco della sintesi di DNA
ed RNA, arresto del ciclo cellulare nelle fasi G1 o G2 e conseguente
morte cellulare (Perego et al., 2001).
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Antracicline ed apoptosi ruolo della p53
La p53 è una proteina implicata nella regolazione del ciclo cellulare e
dell’ apoptosi; si attiva quando il DNA è danneggiato ed innesca una
serie di passaggi che bloccano il ciclo cellulare finchè non è stato riparato
il danno al DNA. Qualora le normali funzioni cellulari non vengano
ripristinate, la p53 può anche indurre l’attività di geni che avviano il
processo apoptotico (Spinedi and Piacentini, 1996).
La doxorubicina, come altri agenti genotossici, attiva il legame p53-
DNA; sulla base del ruolo cruciale che la p53 ha nell’indurre apoptosi si
pensa che questa proteina svolga un ruolo importante nella citotossicità
da antracicline. Alcuni studi supportano questa idea (Ruiz-Ruiz et al.,
2003), mentre altri sono in disaccordo; dubbi riguardo al ruolo della p53
nell’apoptosi indotta da antracicline possono essere attribuiti a vari
fattori, come l’eterogenicità dei tumori esaminati (Bertheau et al., 2002).
Un altro fattore da considerare riguarda il ruolo della p53 nella
regolazione del ciclo cellulare in cellule trattate con DOX; l’attivazione
della p53, infatti induce la produzione della p21, un forte inibitore delle
chinasi ciclina-dipendenti implicate nella transizione tra le fasi G1-S del
ciclo cellulare. Questo fatto può suggerire che cellule con alta
espressione di p21 siano protette dall’attività della DOX, visto che il
blocco in G1 permette alla cellula di riparare il danno al DNA prima di
duplicarlo; è stato infatti visto in alcuni casi di leucemia acuta che alti
livelli di p21 erano associati a chemioresistenza (Zhang et al., 1995).
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Antracicline e proteasoma
Il proteasoma è un complesso multienzimatico coinvolto nella
degradazione non lisosomiale delle proteine; è localizzato nel citoplasma
e nel nucleo ed è in parte associato con il reticolo endoplasmatico e con
il citoscheletro. Definito anche complesso o proteasoma 26S è costituito
da un regione centrale, 20S, che contiene i siti catalitici e da due
strutture grossolanamente globulari alle estremità, i complessi 19S, che
legano le proteine da degradare e l’ATP (Di Lisa e Melloni, 1996).
Le proteine anomale derivanti da mutazioni, avvolgimento erroneo o
alterazioni prodotte dopo la loro sintesi sono rimosse quasi totalmente
dal proteasoma; per essere riconosciute da questo complesso
multienzimatico le proteine da degradare vengono modificate
covalentemente mediante il legame con l’ubiquitina (Di Lisa e Melloni,
1996).
Il proteasoma gioca un ruolo importante nel turn-over delle proteine
citosoliche e nucleari, come quelle che controllano la crescita ed il
metabolismo cellulare; negli ultimi anni si è anche ipotizzato un ruolo del
proteasoma nella modulazione dell’attività delle antracicline (Kiyomiya et
al., 2001b).
Studi recenti hanno permesso di descrivere un meccanismo
multistep attraverso il quale il proteasoma trasporta la DOX nel nucleo.
Nel primo step la DOX entra nella cellula tumorale per semplice
diffusione e si lega al proteasoma citoplasmatico; in un secondo step il
complesso formato dalla DOX legata alla subunità 20S del proteasoma,
trasloca dentro il nucleo attraverso i pori nucleari. Nel terzo ed ultimo
step la DOX si dissocia dal proteasoma e lega il DNA, in virtù della sua
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più alta affinità per il DNA piuttosto che per il proteasoma (Kiyomiya et
al., 2001b).
Il meccanismo e le conseguenze dell’interazione tra DOX e
proteasoma sono mostrate in figura 1.2.
Figura 1.2 Interazione tra doxorubicina e proteasoma
Le conseguenze biochimiche ed i potenziali vantaggi terapeutici
dell’interazione tra DOX e proteasoma sono essenzialmente due:
aumento del trasporto delle antracicline nel nucleo e accumulo di
proteine non degradate come segnale di apoptosi. Entrambi questi
meccanismi sono confermati da studi nei quali:
l’uptake nucleare e l’attività di antracicline strutturalmente diverse
sono correlati con la loro affinità di legame al proteasoma (Kiyomiya et
al., 2002b).
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cellule trattate con DOX accumulano proteine ubiquinate da
degradare e vanno incontro ad apoptosi, come se fossero state trattate
con inibitori del sito catalitico del proteasoma (Kiyomiya et al., 2002a).
Ruolo dei radicali liberi
La produzione di radicali liberi semichinonici e di radicali
dell’ossigeno attraverso processi enzimatici di riduzione, da parte delle
molecole antracicliniche, potrebbe essere la causa dei danni di
membrana indotti da questi farmaci, e quindi anche della loro
cardiotossicità (Salmon e Saltorelli, 2000).
L’addizione di un elettrone al chinone dell’anello C della DOX e delle
altre antracicline porta alla formazione di un semichinone che può
rigenerare la specie di partenza mediante riduzione di una molecola di
O2; si formano quindi delle specie altamente reattive dell’ossigeno (ROS),
come l’anione superossido (O2∙-) e il perossido di idrogeno (H2O2); questo
ciclo è catalizzato da delle ossidoreduttasi NAD(P)H-dipendenti, come
citocromo-P450 o –b5 reduttasi, NADH-deidrogenasi mitocondriale,
xantine deidrogenasi (Minotti et al., 1999).
In questo ciclo il semichinone può riossidarsi anche per reazione con
un’altra molecola di antraciclina; può infatti ridurre il legame tra anello A
e daunosamina e formare un 7-deossiaglicone. Vista la sua maggiore
liposolubilità, l’aglicone può intercalarsi nelle membrane biologiche e qui
formare ROS, proprio in prossimità degli obiettivi più sensibili (Licata et
al., 2000).
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Il ciclo completo di ossidoriduzione delle antracicline è mostrato in
figura 1.3.
Figura 1.3 Ciclo ossidoriduttivo delle antracicline
Il ciclo ossidoriduttivo della DOX è anche accompagnato da rilascio
di ferro dai depositi intracellulari; la DOX interagisce quindi con il ferro
rilasciato per formare un complesso 3:1 farmaco-Fe che converte O2∙− e
H2O2 nel più potente radicale idrossilico (∙OH) (Minotti et al., 1999).
I radicali liberi così formati possono interagire con le membrane
cellulari, causando perossidazione dei lipidi e quindi alterazione delle
funzioni di membrana: questo è considerato un possibile meccanismo
dell’attività antitumorale delle antracicline (Kiyomiya, 2001a).
Per valutare l’entità della perossidazione lipidica causata dalla DOX e
dal ROS nelle cellule tumorali, è stato utilizzato il metodo dell’acido
tiobarbiturico (TBA), comunemente usato per valutare la presenza di
malondialdeide (MDA), un prodotto della reazione di perossidazione
(Minotti, 1993).
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Esiste quindi la possibilità che le antracicline inducano
perossidazione dei lipidi nelle cellule tumorali, ma vista la bassa
specificità e sensibilità del metodo TBA, non si può affermare con
certezza. La mancanza di specificità del metodo non ci dice niente
riguardo alla conseguenza patologica più importante della formazione di
MDA; l’eventuale legame tra perossidazione lipidica e danno al DNA.
Perossidazione lipidica: addotto MDA-DNA
La malondialdeide formata per perossidazione lipidica dai radicali
liberi, può reagire con il gruppo amminico esociclico delle basi del DNA,
come deossiguanosina (dG), deossiadenosina (dA), deossicitidina (dC),
per formare prodotti alchilati; l’addotto pirimidopurinone (M1dG), formato
da dG è mostrato in figura 1.4 (Marnett et al., 2003).
Figura 1.4 Addotto MDA-DNA
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La MDA è considerata mutagena per le cellule umane ed il suo
effetto si esplica maggiormente a carico delle coppie GC (Niedernhofer et
al., 2003).
Nelle cellule la formazione di M1dG è accompagnata da blocco del
ciclo cellulare ed inibizione dell’attività di chinasi associate alla ciclina B
ed E (Ji et al., 1998).
Queste osservazioni ci permettono di ipotizzare un legame tra la
formazione delle ROS da parte delle antracicline, perossidazione lipidica,
intercalazione nel DNA e successivo danno.
Coniugati antracicline-formaldeide
È stato ipotizzato un altro meccanismo che può essere responsabile
della tossicità da antracicline: le reazioni dei radicali liberi mediate dal
ferro rendono capaci le antracicline di produrre formaldeide (FORM) da
fonti intracellulari di carbonio, come i lipidi (Taatjes et al., 1997, 1998,
1999; Taatjes e Koch, 2001).
La DOX può reagire con la formaldeide per formare un coniugato
(DOX-FORM) nel quale due molecole di antracicline si legano a tre gruppi
metilenici; due per formare due anelli ossazolidinici ed uno per unire
questi due anelli tramite i loro gruppi amminici. Il coniugato DOX-FORM
si idrolizza per dare un metabolita monomerico attivo, nel quale il
carbonio derivato dalla formaldeide forma una base di Schiff con il
gruppo amminico della daunosamina. Reazioni simili avvengono con EPI
e DNR, ma non con quelle antracicline che mancano del gruppo
amminico in 3’ (Cutts et al., 2003).
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I coniugati antraciclina-FORM hanno la capacità di intercalarsi nel
DNA e formare dei legami covalenti come basi di Schiff con l’ammino
gruppo in 2 della base G. Se l’intercalazione nel DNA avviene in
corrispondenza di un trinucleotide del tipo 5’-NGC-3’, il coniugato può
intercalarsi tra N e G, legarsi covalentemente alla base G su una catena,
tramite il carbonio derivato dalla formaldeide, e alla base G sull’altra
catena, grazie ad un legame ad idrogeno.
Si forma in questo modo un cross-link virtuale tra DNA e antraciclina
(figura 1.5) (Taatjes e Koch, 2001).
La DOX-FORM, come le EPI-FORM e DNR-FORM, hanno mostrato
sulle cellule sensibili e anche su quelle resistenti alle antracicline,
un’elevata tossicità, dovuta sia ad un aumentato targeting nucleare dei
coniugati che ad una prolungata ritenzione e ridotta espulsione cellulare
delle antracicline (Taatjes et al., 1999).
Farmacocinetica
Le antracicline di uso clinico vengono somministrate soltanto per via
endovenosa; le concentrazioni ematiche massime si dimezzano nei primi
30 minuti dopo la somministrazione, ma livelli significativi permangono
fino a 20 ore.
Le antracicline vengono metabolizzate nel fegato, con riduzione o
idrolisi dei sostituenti dell’anello; il derivato alcolico è un metabolita
ancora attivo, mentre l’aglicone è inattivo. La daunorubicina e la
doxorubicina sono eliminate tramite conversione metabolica in prodotti
inattivi, mentre l’idarubicina è metabolizzata in idarubicinolo, che si
accumula nel plasma e possiede la stessa attività della molecola iniziale.
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Figura 1.5 Cross-link virtuale tra doxorubicina e DNA
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La massima parte del farmaco e dei suoi metaboliti sono escreti con
la bile e circa 1/6 con le urine; in presenza di disfunzioni epatiche la dose
iniziale deve essere ridotta del 50% (Salmon e Sartorelli, 2000).
La doxorubicina è molto istoirritante e produce modiche alopecie ed
iperpigmentazioni nelle regioni ascellari ed inguinali. Le urine possono
assumere una colorazione rossastra durante l’eliminazione di significative
quantità di farmaco e dei suoi metaboliti; il fenomeno è però innocuo e
transitorio.
La doxorubicina, se somministrata troppo velocemente, sembra
anche provocare liberazione di istamina. Nel cane questo effetto si
manifesta con prurito intenso ed edema, soprattutto a carico del muso.
La somministrazione endovenosa rapida può provocare episodi tossici
acuti a carico dell’apparato gastrointestinale con nausea, vomito, diarrea
emorragica, entro 12-24 ore (Coppoc, 1999).
Alcuni studi hanno dimostrato che una somministrazione
endovenosa lenta può ridurre il rischio di cardiotossicità, pur
mantenendo una buona attività antitumorale (Synold e Doroshow, 1996;
Doroshow et al., 2001). Questo tuttavia non ci può far concludere che la
formazione di radicali liberi indotta dalla DOX e implicata nel meccanismo
di cardiotossicità, sia correlata non solo alla Cmax, ma anche alla AUC.
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Resistenza
I meccanismi con cui si instaura il fenomeno della resistenza ai
farmaci antitumorali possono essere distinti in tre grandi categorie:
1. resistenza farmacocinetica; presenza di ridotte concentrazioni di
farmaco nella sede del tumore;
2. resistenza ciclo-dipendente; numero ridotto di cellule in una fase del
ciclo cellulare sensibile al farmaco. Considerata reversibile, ma determina
la comparsa di resistenza in un gran numero di cellule;
3. resistenza genetica; resistenza biochimica delle cellule neoplastiche. Il
carattere di resistenza è trasmesso alle cellule figlie ed è considerato
irreversibile (Coppoc, 1999).
Per quel che riguarda la resistenza alle antracicline, il meccanismo
più importante è quello farmacocinetico; si possono riscontrare
modificazioni nell’assorbimento, nella biotrasformazione e
nell’eliminazione dei farmaci (Coppoc, 1999).
In molti casi, come anche per le antracicline, si manifesta un
fenomeno noto come multiresistenza, ovvero resistenza a tutta una serie
di sostanze antineoplastiche che compare dopo contatto con una sola di
esse; questa forma di multiresistenza è associata ad una aumentata
espressione di un gene normale (Multi Drug Resistance, MDR1) che
codifica la sintesi di una glicoproteina della superficie cellulare coinvolta
nel meccanismo di estrusione dei farmaci, la glicoproteina P (Gp170);
questa molecola di trasporto utilizza l’energia fornita dall’ ATP per
estrudere dalla cellula un gran numero di sostanze, tra cui i farmaci
antitumorali (Salmon e Saltorelli, 2000).
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La doxorubicina penetra nelle cellule mediante trasporto passivo; è
stato inoltre accertato che una delle cause di resistenza alle antracicline
è attribuibile proprio all’eccessiva attività del sistema di trasporto della
Gp170, che estrude le molecole dalle cellule determinando una riduzione
delle concentrazioni intracellulari (Coppoc, 1999).
Ulteriori meccanismi di multiresistnza nel caso delle antracicline
derivano dalla sovraespressione della cosiddetta proteina associata alla
multiresistenza (Multidrug Resistance Protein, MRP), appartenente alla
grande famiglia di proteine transmembrana associate all’ ATP, che
trasporta il farmaco fuori dalla cellula (Salmon e Saltorelli, 2000).
Tra le altre cause di resistenza alle antracicline possono annoverarsi
modificazioni della composizione della membrana cellulare, modificazioni
nella produzione intracellulare di radicali liberi, modificazioni geniche e
diminuita affinità della topoisomerasi II per il farmaco (Coppoc, 1999).
Usi clinici
La doxorubicina è uno dei più importanti farmaci antineoplastici a
nostra disposizione; è efficace nei casi di leucemia acuta, linfomi maligni
ed anche in molti tipi di tumori solidi, come il carcinoma mammario. Ha
applicazioni cliniche di rilievo anche nel carcinoma dell’endometrio, delle
ovaie, dei testicoli, della tiroide, dei polmoni e nel trattamento di molti
sarcomi, tra cui il neuroblastoma, l’osteosarcoma e il sarcoma di Ewing;
è utile anche in neoplasie maligne dell’apparato emopoietico, come il
morbo di Hodgkin ed i linfomi non Hodgkin diffusi. Generalmente è usata
in associazione con altri farmaci con i quali da luogo a potenziamento
(Salmon e Saltorelli, 2000).
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La principale indicazione della daunorubicina è la leucemia acuta,
forma in cui il farmaco può avere un’attività leggermente superiore alla
doxorubicina; tuttavia essa possiede uno spettro d’azione più ristretto ed
un’efficacia minore nei casi di tumori solidi (Chabner et al.,2001).
L’idarubicina è stata approvata per il trattamento della leucemia
mieloide acuta. L’epirubicina è in commercio in Italia ed in altri a paesi
con le stesse indicazioni della doxorubicina; l’importanza di questo
farmaco consiste in una minor cardiotossicità (Salmon e Satorelli, 2000).
Uno dei farmaci più utilizzati in medicina veterinaria con le stesse
applicazioni cliniche è proprio la doxorubicina, mentre la daunorubicina è
utilizzata meno frequentemente. Anche gli altri due farmaci attualmente
disponibili per la terapia umana, idarubicina ed epirubicina, si pensa
possano acquistare importanza in chemioterapia veterinaria (Mealey,
1998).
Effetti collaterali e cardiotossicità
La tossicità da antracicline è stata attentamente studiata e
classificata in acuta, subacuta e cronica.
Quella acuta si manifesta con tremori, orticaria localizzata lungo il
decorso della vena utilizzata per la somministrazione e sintomi da
liberazione di istamina, come arrossamenti cutanei diffusi e collassi
improvvisi (Coppoc, 1999).
L’alterazione della crasi ematica è sintomo di tossicità a breve
termine che condiziona il dosaggio del farmaco, anche se è la
cardiotossicità che limita la dose massima cumulativa sopportabile. La
leucopenia è frequente, ma reversibile; piastrinopenia e anemia sono
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meno frequenti, ma ugualmente reversibili. Si possono verificare anche
stomatiti, alopecia e disturbi gastrointestinali (Chabner et al., 2001).
Cardiotossicità
La cardiotossicità indotta da antracicline è sicuramente il problema
più grave che può limitare l’uso di questi farmaci, altrimenti molto
risolutivi; è correlata alla dose cumulativa e si manifesta in due forme,
acuta e cronica da accumulo.
Durante la somministrazione endovenosa si può registrare arresto
cardiaco preceduto da aritmie e cambiamenti nel tracciato
elettrocardiografico; il fenomeno è di breve durata e non richiede
interruzione della terapia (Soldani et al., 1981a).
La tossicità cardiaca da accumulo è invece più grave ed esige
interruzione della terapia; le cause sono diverse ed ancora oggetto di
studio; si notano comunque alterazioni non specifiche delle cellule
cardiache, come diminuzione del numero delle fibrille miocardiche,
cambiamenti nei mitocondri, degenerazione cellulare (Chabner et al.,
2001). Nel caso di trattamento prolungato con antracicline si
manifestano cardiomiopatia dilatativa ed insufficienza cardiaca
congestizia; da biopsie endomiocardiache di pazienti trattati sono emersi
perdita di miofibrile, dilatazione del reticolo sarcoplasmatico,
vacuolizzazione citoplasmatica, rigonfiamento dei mitocondri ed
incremento del numero dei lisosomi (Singal et al., 2000).
La gravità del danno morfologico è inversamente correlata ai livelli di
Gp170 nell’endotelio delle arteriole e dei capillari cardiaci; questo indica
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un legame tra dose somministrata di DOX, suo accumulo nei tessuti
cardiaci e sviluppo di cardiomiopatia (Meissner et al., 2002).
In uno studio condotto su 399 pazienti, si è visto che la
cardiomiopatia e l’insufficienza cardiaca congestizia sono dose-dipendenti
e la loro incidenza raggiunge livelli inaccettabili quando la dose
cumulativa di farmaco supera i 500 mg/m2: l’insufficienza cardiaca
congestizia si sviluppa nel 4, 18 o 36% dei pazienti che hanno ricevuto
rispettivamente dosi cumulative da 500 a 550, da 551 a 600 e da 601 e
oltre (Lefrak et al., 1973).
Altri fattori di rischio indipendenti che possono predisporre a danni
cardiaci, sono malattie miocardiche, coronariche o valvolari e una lunga
storia di ipertensione (Von Hoff et al., 1979).
I bambini, rispetto agli adulti, mostrano un ridotto rischio di
sviluppare cardiomiopatia, mentre nelle donne l’incidenza è maggiore
(Von Hoff et al., 1979).
Pur documenta una cardiotossicità da antracicline, il bilancio tra
rischio e benefici fa comunque propendere per l’uso di questi farmaci a
dosi appropriate in pazienti affetti da patologie neoplastiche.
Le antracicline hanno dimostrato di indurre cardiotossicità mediante
vari meccanismi, meccanismi comunque diversi da quelli responsabili
dell’effetto antineoplastico. Questo fatto può rappresentare un utile
punto di partenza per lo sviluppo di nuove strategie terapeutiche tese a
ridurre i rischi cardiaci, ma non l’attività antitumorale.
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Cardiotossicità ed apoptosi
L’apoptosi cellulare è indotta da vari meccanismi; uno di questi è
mediato dalla proteina Fas. Fas, nota anche come CD95, appartiene ad
una famiglia di recettori di membrana per citochine di cui alcuni
inducono appunto apoptosi. L’attivazione del recettore di membrana è
dovuta al suo ligando CD95L o FasL, anch’esso proteina di membrana
che presenta il sito di interazione con Fas nel dominio N-terminale
extracellulare. Fas possiede una regione citoplasmatica di 60-70
aminoacidi importante nell’induzione dell’apoptosi (Spinedi e Piacentini,
1996).
Riguardo a questa via, la DOX ha incrementato l’apoptosi indotta da
ligandi ricombinanti di Fas (rFasL) in cardiomiociti di ratti neonati
(Yamaoka et al., 2000).
L’apoptosi può innescarsi anche tramite rilascio di citocromo c dal
mitocondrio; il citocromo rilasciato attiva l’apoptosoma, un complesso
proteico formato da APAF-1 (fattore di attivazione dell’apoptosi) e da
caspasi 9 (enzima peptidasico), che a sua volta attiva la caspasi 3. La
caspasi 3 è un enzima che taglia vari substrati proteici della cellula
portandola a morte (Spinedi e Piacentini, 1996).
La DOX induce apoptosi favorendo il rilascio di citocromo c dal
mitocondrio, sia attraverso attivazione della proteina Bax che induce
rilascio di citocromo favorendo l’apertura dei pori mitocondriali (Wang et
al., 1998), sia attraverso inibizione della proteina Bcl-2 che blocca il
rilascio di citocromo (Kitta et al., 2003).
La risposta apoptotica della cellula alle antracicline può anche riflette
un legame tra il ciclo ossidoriduttivo della DOX e l’attivazione della p53
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da parte di O2∙− e H2O2 (Miyashita e Reed, 1998); si può verificare anche
una diretta apertura dei pori mitocondriali causata da O2∙−e H2O2
(Clementi et al., 2003). L’accumulo del più lipofilo 7-deossiaglicone della
DOX nella membrana interna del mitocondrio può deviare gli elettroni
della catena respiratoria del mitocondrio verso il ciclo ossidoriduttivo
della DOX, con conseguente aumento delle disfunzioni mitocondriali
(Gille e Nohl, 1997).
Il fattore di trascrizione NFκB è espresso nella maggior parte delle
cellule e media a livello trascrizionale la risposta a svariati stimoli
extracellulari. In assenza di adeguati stimoli NFκB è presente in forma
inattiva nel citoplasma legato ad una proteina inibitoria; diversi stimoli
sia fisici (UV) che chimici (H2O2) o biologici (virus) possono attivarlo,
dimostrando che questo fattore di trascrizione è un importante sensore
di stress cellulare. Una volta attivato, l’NFκB può migrare dentro il nucleo
dove si lega a specifiche sequenze di DNA ed induce la trascrizione di
geni bersaglio, molti dei quali codificano per proteine coinvolte nella
risposta immunitaria (Fornasari, 1996).
Alcuni studi hanno dimostrato che la DOX induce apoptosi in
cardiomiociti isolati mediante attivazione di NFκB; questo è in contrasto
con quanto osservato in cellule tumorali, nelle quali l’attivazione di NFκB 
inibisce l’apoptosi indotta da DOX (Wang et al., 2002).
Antracicline, ferro ed apoptosi: ruolo della ferritina
In cardiomiociti esposti a DOX, l’attivazione di NFκB e l’apoptosi si 
verificano dopo il ciclo ossidoriduttivo delle antracicline e conseguente
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formazione di O2∙−e H2O2; l’effetto pro-apoptotico delle ROS è mediato
da un pool di ferro intracellulare (Kotamaju et al., 2002).
La necessità di Fe nel processo apoptotico indotto dalle ROS è
spiegabile vista la sua abilità nel convertire O2∙−e H2O2 in ∙OH (Minotti,
1993); tuttavia le cellule possiedono poco Fe libero disponibile per
catalizzare le reazioni dei radicali liberi, quindi l’apoptosi procede
attraverso una grave alterazione dell’omeostasi del Fe (Cairo et al.,
2002a).
La ferritina è una proteina citoplasmatica dei tessuti animali che lega
il ferro, lo trattiene e lo rende disponibile per la sintesi di importanti
proteine contenenti ferro o per processi cellulari che necessitano di
questo metallo (Garret e Grisham, 2000).
Alcuni studi hanno dimostrato che il ciclo ossidoriduttivo delle
antracicline, con conseguente formazione del semichinone della DOX e di
O2∙− è accompagnato da rilascio di Fe proprio dalla ferritina; l’anione
superossido è così piccolo da penetrare nei canali transproteici della
ferritina ed ha un potenziale di riduzione più basso di quello del Fe (III)
intrappolato nel cuore della proteina. Questa combinazione di fattori
sterici e termodinamici rende capace la specie O2∙− di ridurre il Fe (III) a
Fe (II) e di promuovere il successivo rilascio di questa specie dalla
ferritina (figura 1.6 A) (Minotti, 1993; Minotti et al., 1999).
Il semichinone della DOX ha un potenziale di riduzione ancora più
basso di O2∙−, ma è di dimensioni troppo grandi per penetrare nei canali
transproteici della ferritina; si pensa quindi che questa molecola favorisca
il rilascio di Fe tramite un meccanismo indiretto. Gli elettroni stessi
Introduzione
- 25 -
entrano dentro la proteina attraverso dei “tunnel” specifici ed innescano
la reazione di riduzione (figura 1.6 B) (Minotti et al., 1999).
Nel plasma il ferro è complessato con una proteina chiamata
transferrina (Tf); il complesso Tf-Fe può interagire con specifici recettori
di membrana ed essere internalizzato nelle cellule tramite endocitosi
mediata da recettore (Berne e Levy, 1998).
Figura 1.6 Doxorubicina e ferritina
Una volta dentro la cellula, il Fe viene liberato, si lega alla ferritina e
viene rilasciato in determinate occasioni per adempiere alle richieste
metaboliche della cellula; riducenti fisiologici, come ascorbato o cisteina,
favoriscono questo rilascio penetrando direttamente nei canali della
ferritina o liberando elettroni nei tunnel (figura 1.6 B). La DOX non
interferisce con i processi di internalizzazione del Fe o di deposito nella
ferritina, ma diminuisce il rilascio indotto da riducenti fisiologici,
probabilmente perché O2∙− causa modificazioni post-traslazionali della
ferritina che diminuiscono la sua abilità ad accogliere i riducenti o a
rilasciare il Fe (II) (figura 1.6 C) (Kwok e Richardson, 2003).
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Un’altra possibilità è che le antracicline diminuiscano il rilascio di Fe
dalla ferritina perché interferiscono con la degrazione mediata dai
lisosomi o dal proteasoma di questa proteina (Kwok e Richardson, 2003).
In entrambi i casi non è ancora chiaro se un accumulo di Fe nella
ferritina sia cardiotossico o cardioprotettivo. Il rilascio di Fe è necessario
per processi cellulari fondamentali, come la sintesi del DNA o del
citocromo; l’abilità delle antracicline di prevenire il rilascio di Fe dalla
ferritina potrebbe quindi essere visto come un nuovo meccanismo di
tossicità che blocca gli importanti processi metabolici dipendenti dal Fe.
In alternativa, il blocco del rilascio di Fe potrebbe diminuire le reazioni
dei radicali liberi catalizzate dal Fe e la conseguente apoptosi.
Antracicline, ferro ed apoptosi: ruolo dell’aconitasi
Un altro sito di delocalizzazione del ferro è rappresentato dall’enzima
citoplasmatico aconitasi, copia di quello mitocondriale che catalizza la
conversione del citrato in isocitrato grazie al suo sito catalitico [4Fe-4s]
nel ciclo degli acidi tricarbossilici.
Il quarto atomo di Fe del sito catalitico, necessario per l’attività
dell’aconitasi e chiamato Fea, è facilmente rimosso dai prodotti del ciclo
ossidoriduttivo della DOX, O2∙− (Brazzolotto et al., 1999) e H2O2 (Gardner
et al., 1995); si forma così una proteina [3Fe-4S] priva dell’attività di
aconitasi.
Sono state anche studiate le reazioni dei metaboliti delle
antracicline; la DOX, come le antracicline, subisce una riduzione al C-13
della catena alchilica, reazione catalizzata da varie reduttasi
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citoplasmatiche NADPH-dipendenti, e forma il metabolita alcool
secondario, doxorubicinolo (DOXolo), daunorubicinolo (DNRolo) e
epirubicinolo (EPIolo) (figura 1.7) (Licata et al., 2000).
Figura 1.7 Riduzione enzimatica delle antracicline
Gli alcool secondari sono più reattivi di O2∙−e H2O2 verso il sito
catalitico [4Fe-4S] dell’aconitasi e rilasciano sia Fea che i rimanenti tre
atomi di ferro, chiamati Feβ1-3 (Minotti et al., 1998, 2001).
L’aconitasi citoplasmatica rilascia quindi uno o quattro atomi di Fe a
seconda di quale specie interagisce con il suo sito catalitico. Alcuni studi
hanno dimostrato che il sito catalitico [4Fe-4S] dell’aconitasi
citoplasmatica è una fonte importante di Fe disponibile in cardiomiociti
trattati con DOX (Minotti et al., 1995).
Il ruolo fisiologico dell’aconitasi non è però limitato a catalizzare
l’isomerizzazione citrato-isocitrato, ma modula anche l’espressione della
ferritina e dei recettori della transferrina (TfR). Infatti, il rilascio di Fe dal
sito catalitico converte l’aconitasi in una proteina regolatoria del ferro
(IRP-1) che si lega con alta affinità alle regioni degli mRNA che
codificano per TfR e ferritina, incrementando la stabilità delle prime e
diminuendo la traslazione delle seconde (Cairo e Pietrangelo, 2000; Cairo
et al., 2002a, 2002b).
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La conversione aconitasi-IRP-1 facilita l’internalizzazione del Fe, ma
diminuisce la complessazione del metallo con la ferritina; aumenta quindi
i livelli di Fe intracellulare libero. Questo processo avviene
spontaneamente nelle cellule carenti di Fe e rappresenta un meccanismo
adattativo per soddisfare le funzioni metaboliche che necessitano di
adeguati livelli di Fe (Cairo e Pietrangelo, 2000; Cairo et al., 2002a).
Lo stesso processo è altamente tossico in quelle cellule che hanno
livelli di Fe sufficienti ai processi metabolici, ma dove la conversione
aconitasi-IRP-1 è indotta dalla DOX (figura 1.8) (Minotti et al., 1998,
1999, 2001).
Visto il ruolo che i metaboliti delle antracicline, le ROS e il Fe hanno
nel processo apoptotico e nella cardiotossicità, si può pensare che
molecole come gli antiossidanti, gli anticorpi anti-TfR o i chelanti del Fe
abbiano un effetto protettivo nei cardiomiociti. Il ferro liberato dal sito
catalitico dell’aconitasi insieme al ferro assunto dai fluidi extracellulari
grazie all’aumentata espressione di TfR causata da IRP-1, può reagire
con O2∙−e H2O2 ed innescare apoptosi attraverso le reazioni dei radicali
liberi, che attivano NF-κB o inducono disfunzioni mitocondriali (figura 
1.9).
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Figura 1.8 Conversione aconitasi IRP-1
Figura 1.9 Ruolo del Fe, di IRP-1 e delle ROS nell’apoptosi
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Cardiotossicità cronica
Dubbi riguardo al ruolo dell’apoptosi come unico o prevalente
meccanismo della cardiotossicità indotta da antacicline hanno portato a
studiare e ricercare altri fattori di causa; l’attuale pensiero è che la
cardiomiopatia sia il risultato di una serie di processi:
 aumento della perossidazione lipidica;
 inibizione della sintesi di proteine ed acidi nucleici;
 rilascio di amine vasoattive;
 anormalità nell’omeostasi del calcio;
 ridotta espressione di specifici geni, causata da un’alterata
espressione e funzione di proteine regolatorie sensibili alla DOX.
Vari studi sono stati compiuti per giustificare questi meccanismi ma
è ancora oggetto di controversia se e come questi processi
contribuiscano alla cardiotossicità in animali da laboratorio o in pazienti.
Dubbi sono nati anche per il fatto che i chelanti del ferro e gli
antiossidanti proteggevano in maniera diversa dalla cardiotossicità
indotta da antracicline. Con poche eccezioni, i chelanti del ferro
prevenivano la cardiotossicità in tutti gli animali da laboratorio testati
(Heon et al., 2003); per contro gli antiosssidanti proteggevano i roditori,
ma non i cani ed i suini. Antiossidanti, come la vitamina E e l’N-
acetilcisteina, non prevenivano e neanche ritardavano lo sviluppo di
cardiomiopatia in pazienti trattati (Minotti et al., 1999; Ladas et al.,
2004).
Esiste quindi una differenza tra il ruolo del ferro e quello dei radicali
liberi, come se il ferro contribuisse a sviluppare cardiomiopatia cronica
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tramite meccanismi non sempre legati alla sua capacità di sviluppare ∙OH
o specie reattive equivalenti.
Farmacocinetica dei metaboliti
Studi di metabolismo e di struttura-attività ci permettono di chiarire
la differenza tra ferro e radicali liberi nello sviluppo di cardiomiopatia
cronica.
Dall’analisi di campioni cardiaci ottenuti da pazienti esposti a dosi
cumulative di DOX, il DOXolo era il metabolita più abbondante presente
nei cardiomiociti (Stewart et al., 1993).
Altri studi hanno evidenziato che nel caso di un trattamento acuto
con DOX il metabolita che più facilmente si formava era l’aglicone,
caratterizzato da una migliore diffusione attraverso le membrane perché
più lipofilo e da una tossicità mediata dalle ROS; nei casi di trattamento
cronico, invece, il metabolita più abbondante era il DOXolo (Licata et al.,
2000).
La preferenziale metabolizzazione della DOX a DOXolo potrebbe
quindi spiegare la ridotta formazione delle ROS e la diminuita sensibilità
agli antiossidanti nel caso di cardiomiopatia cronica (Licata et al., 2000).
L’importanza dei metaboliti alcool secondari è stata dimostrata da
vari studi:
1.in animali da laboratorio lo sviluppo di cardiomiopatia cronica
coincide con accumulo di DOX nel cuore (Olson e Mushlin, 1990)
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2.antracicline che mancano del gruppo carbonilico nella catena al C-
13 o hanno una ridotta affinità per enzimi reduttasi, inducono
cardiomiopatia meno progressiva nei ratti (Sacco et al., 2003)
3.gatti con una maggior espressione di reduttasi in cellule cardiache
mostrano un’aumentata conversione della DOX in DOXolo e un
accelerato sviluppo di cardiomiopatia (Forrest et al., 2000)
4.gatti con delezione genetica di reduttasi formano meno DOXolo e
mostrano ridotta cardiotossicità (Olson et al., 2003).
Altri studi evidenziano un ruolo degli alcool secondari anche nella
cardiotossicità nell’uomo. L’EPI forma una quantità molto minore di
metabolita alcool rispetto ad una stessa dose di DOX; questo fatto, unito
a fattori farmacocinetici come aumentate glucuronoconiugazione e
clearance, può spiegare la ridotta cardiotossicità indotta dall’EPI (Minotti
et al., 1995).
Altre evidenze però contrastano con questi fatti; la DNR e l’IDA
formano nel plasma una quantità maggirore di DNRolo e IDAolo rispetto
al DOXolo, tuttavia il loro effetto cardiotossico è rispettivamente
paragonabile o minore, rispetto a quello della DOX (Lu et al., 1986).
Gli alcool metaboliti sono un po’ più polari rispetto alla molecola di
antraciclina da cui derivano; mostrano infatti un ridotto assorbimento dai
fluidi extracellulari alle cellule e un’alterata distribuzione intracellulare
rispetto ai metaboliti che si formano direttamente all’interno della cellula
(Danesi et al., 1988).
Bisogna quindi fare molta attenzione quando si cerca di stabilire una
relazione causa-effetto tra la cardiotossicità indotta da antracicline ed i
livelli plasmatici dei loro metaboliti; comunque sia, studi condotti per
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valutare il metabolismo delle antracicline nel cuore umano sono concordi
nello stabilire una buona relazione tra livelli di formazione di alcool
metaboliti e la cardiotossicità clinica delle antracicline (Minotti et al.,
1995; Licata et al., 2000).
In un recente studio, condotto su quattro cani maschi sani si è
riscontrato che la somministrazione intravenosa di una singola dose di
30mg/m2 di DOXolo, non ha comportato nessun danno cardiaco in
quanto i risultati dei test cardiaci erano irrilevanti incluse le
concentrazioni seriche della proteina cTnT, importante marker di danno
miocardico (Gilbert et al., 2006).
Meccanismo di tossicità dei metaboliti
Il doxorubicinolo ha dimostrato di causare cardiotossicità attraverso
vari meccanismi, alcuni dipendenti dal ferro, altri no.
Riguardo ai meccanismi che non coinvolgono il ferro, si è visto che il
DOXolo è più potente della DOX nell’inibire la pompa Ca+2-Mg+2-ATPasi
del reticolo sarcoplasmatico, la pompa protonica dei mitocondri e gli
scambiatori Na+-K+-ATPasi e Na+-Ca+2 del sarcolemma. I metaboliti
alcool secondari si sono dimostrati più potenti delle antracicline stesse
nell’inibire il rilascio di Ca+2 dal reticolo sarcoplasmatico, sia spontaneo
che indotto dalla caffeina (Olson et al., 2000).
Riguardo invece ai meccanismi di tossicità dipendenti dal ferro, la
conversione della DOX in DOXolo interferisce con l’attività del sistema
aconitasi/IRP-1.
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Il DOXolo può convertire l’aconitasi/IRP-1 in una proteina incapace
di legare l’RNA e di riacquistare l’attività di aconitasi dopo riunione con il
sito catalitico [4Fe-4S]. La simultanea perdita di legame con l’RNA e di
attività di aconitasi è attribuibile all’ossidazione di un residuo di cisteina
(Cys437) che media l’iterazione tra l’IRP-1 e l’RNA e coordina gli atomi di
ferro del sito catalitico necessari per l’attività di aconitasi (Minotti et al.,
1998).
La conversione di aconitasi/IRP-1 in una proteina priva di qualsiasi
attività ha delle conseguenze patologiche rilevanti; per quanto riguarda
l’omeostasi del Fe, la proteina è incapace di rilevare i livelli cellulari del
metallo e quindi di adattare i processi di internalizzazione e di
complessazione ai bisogni metabolici della cellula. IRP-1, oltre a
modulare l’espressione di ferritina e TfR, può regolare anche gli mRNA di
altri enzimi implicati nell’utilizzazione, internalizzazione e rilascio del Fe
(Cairo e Pietrangelo, 2000).
Concludendo, possiamo riassumere i meccanismi alla base della
cardiotossicità cronica.
Gli alcool metaboliti, come il DOXolo, agiscono alterando l’omeostasi
del ferro, attraverso la conversione dell’aconitasi/IRP-1 in una proteina
priva di qualsiasi attività. Un altro meccanismo riguarda l’alterazione
dell’omeostasi del calcio, attraverso l’inibizione dell’ATPasi; questo porta
ad una diminuzione di energia cellulare e di contrattilità. La formazione
della proteina priva di qualsiasi attività estende il suo effetto negativo
anche sul bilanciamento energetico ed ossidoriduttivo della cellula;
questo effetto è aggravato anche dalla perdita di omeostasi del ferro.
Tutti questi meccanismi sarebbero sufficienti ad indurre cardiomiopatia
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cronica, ma le loro conseguenze nocive sono amplificate proprio perché
alcuni cardiomiociti sono stati persi a causa dell’apoptosi indotta dal Fe e
dalle ROS. (figura 1.10)
Figura 1.10 Meccanismi di cardiotossicità
Prevenzione
La prevenzione della cardiotossicità da antracicline è attuabile
mediante infusione endovenosa lenta o concomitante somministrazione
di antiossidanti o chelanti del ferro.
All’inizio degli anni ottanta si notò che la somministrazione di DOX
per infusione endovenosa lenta, dalle 48 alle 96 h, rispetto alla
somministrazione in bolo di 15 minuti, poteva ridurre i cambiamenti
morfologici riscontrati nelle biopsie endomiocardiche e lo sviluppo di una
evidente insufficienza cardiaca congestizia, mentre non diminuiva affatto
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l’attività antitumorale, in pazienti che ricevevano dosi cumulative di 600
mg/m2 di DOX (Legha et al., 1982).
L’efficacia di rimpiazzare l’infusione in bolo con un’infusione lenta è
stata con il tempo confermata; questo suggerisce che è la Cmax
raggiungibile nel plasma e nei tessuti, e non l’AUC, a determinare lo
sviluppo di cardiotossicità cronica (Danesi et al., 2002).
Il beneficio di sostituire la somministrazione in bolo con quella lenta
è ancora oggetto di controversia nel caso di pazienti pediatrici. L’effetto
positivo ottenuto da un più basso picco di concentrazione è
controbilanciato da una più lunga esposizione dei cardiomiociti alla DOX,
come se l’AUC nei bambini fosse importante almeno quanto la Cmax nel
determinare la tossicità cardiaca (Lipshultz et al., 2002a).
Un altro metodo per prevenire la tossicità cardiaca è quello di
somministrare dei farmaci o dei composti naturali che aumentino le
difese antiossidanti dei cardiomiociti contro le ROS derivate dalle
antracicline. Tra gli antiossidanti più frequentemente utilizzati ricordiamo
la melatonina, le vitamine A, E, C, agenti riducenti contenenti gruppi
tiolici, come N-acetilcisteina o S-allilcisteina (Minotti et al., 1999; Zucchi e
Danesi, 2003).
In generale, questi composti non interferiscono con l’attività nelle
cellule tumorali; rappresentano quindi un’utile speranza per
razionalizzare alcuni interventi farmacologici che aumentino l’indice
terapeutico delle antracicline.
Un’altra classe di composti utilizzata per ridurre la cardiotossictà è
rappresentata dai chelanti del ferro, come il dexrazossano.
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Questo composto previene lesioni istologiche e disfunzioni contrattili
in animali da laboratorio o in modelli di cuore isolato trattati con
antracicline, non interferisce con la distribuzione, il metabolismo e
l’escrezione della DOX e non riduce la potenza antitumorale delle
antracicline; inoltre il dexrazossano causa pochi danni nei tessuti in attiva
replicazione, come il midollo osseo e l’epitelio gastrointestinale, e
diminuisce la tossicità sia acuta che cronica in tutti i modelli animali
testati, dal gatto al cane, al suino (Minotti et al., 1999).
Il dexrazossano è una bichetopiperazina che subisce idrolisi dei due
anelli piperazinici per formare un intermedio con un anello aperto; la
successiva idrolisi porta ad un diacido-diammide, chiamato ADR925,
strutturalmente correlato con EDTA che chela il ferro legato a ligandi
cellulari a basso peso molecolare o coordinato nel complesso 3:1
antraciclina/Fe (figura 1.11).
Figura 1.11 Idrolisi del Dexrazossano
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Trattamento
Ad oggi non esiste un trattamento specifico per i casi di tossicità
cardiaca da antracicline.
L’efficacia della digossina nella cardiomiopatia da DOX e
nell’insufficienza cardiaca congestizia è solo temporanea (Singal e
Iliskovic, 1998).
I β-bloccanti sono stati usati con scarso successo nei bambini con
disfunzioni sistoliche (Hjalmarson e Waagstein, 1994).
Gli ACE-inibitori, come enalapril e captopril, sono indicati per quei
pazienti con asintomatiche disfunzioni del ventricolo sinistro (Lipshultz et
al., 2002b).
Per alcuni autori però, il trapianto cardiaco rappresenta l’unica
alternativa per quei pazienti con cardiomiopatia indotta da DOX e
insufficienza cardiaca congestizia (Thomas et al., 2002).
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2. EPIRUBICINA
L’epirubicina, o 4’-epi-doxorubicina, è un antibiotico ad attività
antitumorale, che fa parte della classe delle antracicline; è un derivato
semisintetico, sintetizzato a partire dalla doxorubina per epimerizzazione
del gruppo ossidrilico legato al C-4’ dello zucchero (figura 1.1).
La molecola è stata sintetizzata con la speranza di trovare composti
con un miglior spettro di azione ed una diminuita tossicità; in Francia ed
in Italia è stata introdotta in clinica all’inizio degli anni ottanta, poco dopo
la sua sintesi (Robert, 1994).
L’epirubicina, ad oggi, è utilizzata da sola o in combinazione con altri
agenti citotossici nel trattamento di vari forme di tumore; è uno dei
farmaci più attivi utilizzati per la cura del tumore mammario (Coukell e
Faulds, 1997).
Oltre alla sua attività contro le neoplasie mammarie, l’epirubicina è
attiva anche verso altri tumori solidi e disfunzioni ematologiche;
carcinomi polmonari, vescicali, gastrici, ovarici, epatocellulari, malattie di
Hodgkin e linfomi non Hodgkin.
La tossicità acuta da antracicline si manifesta soprattutto con
mielosoppressione, mentre a livello cronico si sviluppa una grave
tossicità cardiaca; l’epirubicina induce minori livelli sia di
mielosoppressione che di cardiottossicità rispetto alla doxorubicina
(Plosker e Faulds, 1993).
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Malgrado la sua struttura e il suo meccanismo di azione siano molto
simili a quelli della doxorubicina, la farmacologia cellulare e il profilo
farmacocinetico dell’epirubicina sono unici tra le antracicline (Robert,
1994).
Chimica e farmacodinamica
La 4’-epi-doxorubicina è l’epimero della doxorubicina e presenta
inversione di configurazione sul gruppo ossidrilico al C-4’
dell’amminozucchero. Il cloridrato dell’epirubicina è una polvere
cristallina di colore rosso-arancio; è solubile in acqua ed il suo peso
molecolare è 579, come quello della doxorubicina (figura 1.1) (Ganzina,
1983).
La sua attività biologica è legata all’abilità nel complessare la doppia
elica del DNA con conseguente inibizione della sintesi e delle funzioni
degli acidi nucleici; tuttavia si pensa che alla base della sua citotossicità
stia un danno irreversibile alle strutture del DNA, piuttosto che una
quantitativa riduzione della sintesi (Ganzina, 1983).
I meccanismi attraverso i quali l’epirubicina esercita la sua azione
antitumorale e tossica sono essenzialmente analoghi a quelli visti per la
classe degli antibiotici antraciclinici: intercalazione nella doppia elica del
DNA, blocco della funzione della topoisomerasi II, formazione di radicali
liberi, induzione di apoptosi.
Anche i meccanismi con i quali si sviluppa resistenza sono gli stessi
visti per le antracicline e riguardano soprattutto l’attività della Gp170
(Plosker e Faulds, 1993; Coukell e Faulds, 1997).
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Studi in vitro hanno evidenziato l’esistenza di una resistenza crociata
tra epirubicina e doxorubicina, probabilmente perché entrambi i farmaci
hanno un meccanismo d’azione simile, inibizione della topoisomerasi, e
sono estrusi dalla cellula dalla stessa proteina, la Gp170 (Schott e
Robert, 1989).
Farmacocinetica
Numerosi studi hanno valutato le proprietà farmacocinetiche
dell’epirubicina dopo infusione endovenosa di dosi tra 20 e 150 mg/m2
(Camaggi et al., 1982; Weenen et al.,1983; Robert et al., 1985; Vrignaud
et al., 1985; Eksborg et al., 1986).
Distribuzione
Dopo somministrazione endovenosa rapida, la concentrazione
plasmatica dell’EPI decade; la sua clearance plasmatica è caratterizzata
da una rapida fase iniziale di distribuzione che può durare da 5 min a 1
ora, seguita da una fase intermedia e poi da una più lenta fase di
eliminazione che prevede il completo allontanamento del farmaco dal
plasma, e che può durare fino a 24 ore e più. La fase intermedia non
sempre è presente. Sebbene i valori dei tempi di emivita della DOX siano
dello stesso ordine di grandezza, da studi crociati è emerso che i tempi di
emivita dell’EPI sono significativamente più brevi (Robert et al., 1985;
Camaggi et al., 1988; Mross et al., 1988).
Quando l’EPI è somministrata per infusione endovenosa lenta la
concentrazione plasmatica raggiunge rapidamente un plateau, ma è
significativamente più bassa di quella raggiunta mediante
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somministrazione in bolo; quando l’infusione è terminata, iniziano i
processi di pura eliminazione. Gli altri parametri farmacocinetici, come la
clearance totale plasmatica, il tempo di emivita o il volume di
distribuzione sono simili sia che i pazienti ricevano il farmaco per
infusione endovenosa lenta, sia in bolo (Robert and Bui, 1992).
Le concentrazioni plasmatiche dell’EPI sono molto più basse delle
concentrazioni della DOX dopo somministrazione della stesa dose; di
conseguenza, la clearance plasmatica dell’EPI è più alta di quella della
DOX (50 contro 30 L/h/m2). Il volume di distribuzione medio dell’EPI allo
stato stazionario è approssimativamente 1000L/m2, non molto diverso da
quello della DOX (Eksborg et al., 1986; Camaggi et al., 1988; Mross et
al., 1988).
Da uno studio in vitro è comunque emerso che l’EPI ha un volume di
distribuzione circa due volte più alto di quello della DOX; questo è dovuto
ad un miglior accumulo intracellulare dell’EPI, causato da una sua più
elevata lipofilicità (Robert et al., 1985).
La concentrazione del farmaco è sempre molto più elevata nei
tessuti piuttosto che nel plasma, fatto che riflette il suo alto volume di
distribuzione; i tessuti tumorali inoltre accumulano grandi quantità di
farmaco.
Questi dati sono supportati da studi in modelli murini che dimostrano
come l’EPI sia estensivamente distribuita i tutti quei tessuti che hanno
un’alta perfusione come il cuore, il fegato, il rene, la milza, i polmoni,
l’intestino ed il midollo osseo (Arcamone et al., 1984).
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I valori medi di AUC dopo singola somministrazione endovenosa di
una uguale dose, sono risultati più alti per la DOX piuttosto che per l’EPI
(Eksborg et al., 1986; Camaggi et al., 1988; Mross et al., 1988).
Alcuni autori hanno suggerito che la ridotta tossicità dell’EPI rispetto
alla DOX sia dovuta almeno in parte ai suoi minori AUC e tempo di
dimezzamento e le differenze tra altri parametri farmacocinetici dei due
farmaci siano causate da differenti vie metaboliche (Eksborg et al., 1986;
Mross et al., 1988).
Metabolismo
L’epirubicina è metabolizzata soprattutto a livello epatico, ma anche
in altri organi e cellule, come gli eritrociti. La figura 2.1 mostra tutti i
metaboliti o prodotti di degradazione conosciuti dell’epirubicina.
In comune con altre antracicline, il metabolita 13-diidro-epirubicina,
o epirubicinolo, è prodotto per riduzione del gruppo carbonilico sulla
catena al C-13; l’enzima che catalizza questa reazione è una
aldochetoreduttasi (Loveless et al., 1978).
La concentrazione dell’EPIolo rimane quantitativamente più bassa di
quella dell’EPI, come nel caso del DOXolo dopo somministrazione di
DOX. Per la DNR avviene il contrario; il derivato 13-diidroDNR mantiene
concentrazioni più elevate della DNR. Come agli altri metaboliti 13-diidro
delle antracicline, all’epirubicinolo è associata una molto più bassa
attività citotossica (Schott e Robert, 1989).
Il 7-deossiaglicone dell’EPI e dell’EPIolo si ritrova generalmente nel
plasma di pazienti trattati con EPI; visto che l’EPI e la DOX differiscono
solamente nella parte zuccherina, questa molecola non è altro che il 7-
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deossiaglicone della DOX e del DOXolo. Sebbene questi metaboliti si
ritrovino ad alte concentrazioni nel plasma, essi sono i meno importanti;
in alcuni pazienti non si rintracciano proprio ed inoltre sono privi di
qualsiasi attività citotossica (Dessypris et al., 1986).
Figura 2.1 Metaboliti dell’epirubicina
Sono stati identificati anche i coniugati con acido glucuronico dell’EPI
e dell’EPIolo, nel plasma e nelle urine di pazienti trattati; questa
trasformazione metabolica non è stata mai osservata con la DOX. Per la
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formazione del legame acetalico è stericamente richiesta l’orientazione
equatoriale del gruppo ossidrilico al C’-4, orientazione che è caratteristica
dell’EPI (Weenen et al., 1983, 1984).
Generalmente la reazione di glucuronoconiugazione avviene su
gruppi fenolici piuttosto che su gruppi ossidrilici di zuccheri; l’enzima
glucuroniltransferasi che catalizza questa reazione non è mai stato
identificato e sembra si tratti di un enzima unico nell’uomo, perché i
metaboliti coniugati non sono stati ritrovati in nessun altra specie
animale studiata (Maessen et al., 1987).
Il picco di concentrazione plasmatica dei glucuronidi si ha 1 o 2 ore
dopo la somministrazione del farmaco e le loro concentrazioni
generalmente sono più alte di quelle delle molecole dalle quali derivano
(Robert et al., 1985).
I glucuronidi sono privi di attività citotossica e il loro contributo al
profilo farmacodinamico dell’EPI non è ancora stato chiarito (Haisma et
al., 1992).
Eliminazione
L’escrezione urinaria è la via di minor importanza per l’eliminazione
delle antracicline; dopo somministrazione endovenosa meno del 20%
delle dose iniettata è ritrovata nelle urine; circa il 7% come EPI
immodificata, meno del 5% come glucuronide e molto poco come EPIolo
(Robert et al., 1985; Vrignaud et al., 1985; Camaggi et al, 1988a; Mross
et al., 1988).
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Dopo metabolismo epatico, circa il 40% della dose somministrata è
eliminata tramite escrezione biliare entro 3 giorni (Carmaggi et al.,
1986).
In totale, il 50% della dose totale di EPI è eliminata entro 4 giorni,
rispetto ai 7 giorni necessari per l’eliminazione del 50% della dose di
DOX.
La clearance renale dell’EPI è molto bassa (da 4 a 15 L/h), rispetto
alla clearance plasmatica (da 30 a 100 L/h) (Camaggi et al., 1985;
1988a).
La clearance renale dell’EPI e della DOX sono simili (4.4 L/h; 4.7
L/h), mentre la clearance plasmatica è più alta per l’EPI (75 L/h; 57 L/h)
e il tempo di dimezzamento più breve (31h; 48h) (Camaggi et al.,
1988a).
Effetto dell’età e degli stati patologici
Bisogna ricordare che condizioni fisiologiche, come età e sesso, o
patologiche possono influenzare la distribuzione ed il metabolismo di
molti farmaci, tra cui anche l’EPI.
Alcuni studi hanno dimostrato che l’età non ha nessun effetto sulla
clearance dell’EPI (Jakobsen et al., 1991), mentre altri autori sostengono
che l’alta variabilità individuale può essere dovuta a sesso ed età dei
pazienti; in particolare hanno riportato che la clearance è più bassa nelle
donne rispetto agli uomini e nei pazienti più giovani (Wade et al., 1992).
Come per le altre antracicline, il profilo farmacocinetico dell’EPI è
influenzato da disfunzioni epatiche; in pazienti con metastasi nel fegato,
la clearance plasmatica dell’EPI diminuisce del 50%, senza cambiamenti
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nel tempo di emivita, ma con una diminuzione del volume di
distribuzione per alcuni pazienti ed un aumento dei valori di AUC
(Camaggi et al., 1982, 1985).
In pazienti con disfunzioni epatiche clinicamente importanti, il tempo
di dimezzamento dell’EPI è aumentato: è raccomandata pertanto una
riduzione della dose (Twelves et al., 1992).
Disfunzioni renali possono ridurre la clearance dell’EPI, ma in questo
caso non è prevista una riduzione della dose (Camaggi et al., 1985).
Vie di somministrazione alternative
Molti studi sono stati compiuti sulla somministrazione intraepatica di
EPI, attraverso l’arteria epatica; le concentrazioni sistemiche del farmaco
risultano significativamente più basse rispetto alla somministrazione
intravenosa e la clearance totale è più alta. L’andamento generale delle
curve di eliminazione è simile (Pannuti et al., 1986; Strocchi et al.,
1985).
La somministrazione intraperitoneale è stata studiata in 6 pazienti;
circa il 50% della dose veniva rintracciata nella circolazione sistemica.
L’AUC nei fluidi peritoneali è circa 2000 volte più alta rispetto a quella
dopo somministrazione endovenosa. Non si notano segni di tossicità
locale (Strocchi et al., 1985).
Il profilo farmacocinetico dopo somministrazione intravescicale è
stato studiato in 9 pazienti; circa l’80% della dose somministrata è stata
ritrovata nelle urine e una concentrazione molto bassa, nell’ordine dei
nanogrammi, è stata rintracciata nel plasma. Si può quindi affermare che
Introduzione
- 48 -
la somministrazione di EPI per questa via sia auspicabile solo per il
trattamento del carcinoma vescicale (Mross et al., 1987).
Usi clinici
Vari schemi di dosaggio per il trattamento con epirubicina, da sola o
in combinazione con altri agenti citotossici, sono stati messi a punto
durante studi clinici. Queste linee guida sono utili e possono servire per
molte, ma non per tutte, le indicazioni terapeutiche (tabella 2.1) (Plosker
e Faulds, 1993).
Per pazienti con inadeguate riserve di midollo osseo, causate dall’età
avanzata, o da una precedente terapia, o da metastasi, è raccomandata
una diminuzione del dosaggio.
La dose massima cumulativa raccomandabile di epirubicina è 1000
mg/m2; controlli della funzionalità cardiaca sono raccomandati all’inizio e
prima di ogni ciclo di terapia.
Una riduzione della dose è necessaria in quei pazienti con disfunzioni
epatiche, mentre, poiché solo una piccola quantità di farmaco è eliminata
dal rene, non è richiesto un aggiustamento della dose in pazienti con
malattie renali.
Come con altri farmaci vescicanti, deve essere fatta attenzione
all’extravasazione durante la somministrazione (Plosker e Faulds, 1993).
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Indicazioni Frequenza di
cicli (sett)
Epirubicina
(mg/m2)
Chemioterapia concomitante
Carcinoma mammario
avanzato
3
3-4
1
75-90 (fino a
180)
50 (fino a 120)
12.5-25
Fluorouracile, ciclofosfamide
Carcinoma mammario al
primo stadio 3-4 50-120 Fluorouracile, ciclofosfamide
Carcinoma polmonare 3-4 50-90 (fino a
120)
Ciclofosfamide, vincristina
Linfoma
Non-Hogkin’s
3
3-4
75-90
60-75
Ciclofosfamide, vincristina,
prednisone±bleomicina
Linfoma Hodgkin’s 2
3-4
35
70
Bleomicina, vinblastina, prednisone
Bleomicina, vinblastina, prednisone
Carcinoma gastrico 3-4
3-4
75-100
80 (fino a 120) Fluorouracile
Carcinoma vescicale
superficiale
Vari 30-80
Carcinoma vescicale
avanzato
3-4 30-60 Cisplatino, metotressato
Carcinoma ovarico 3-4 50-90 Ciclofosfamide, cisplatino
Carcinoma prostatico
avanzato
1 20-40 Medrossiprogesterone acetato
Carcinoma
epatocellulare
3 40-90
Tabella 2.1 Linee guide per la somministrazione di epirubicina (Plosker e Faulds, 1993)
Più recentemente è stata studiata la somministrazione di epirubicina
come trattamento post operatorio alla splenectomia nel caso di
emangiosarcoma splenico su un gruppo di 18 cani. La somministrazione
endovenosa di 30mg/m2 ogni 3 settimane per 4-6 trattamenti si è
rivelata efficace in quanto il tempo medio di sopravvivenza è stato
significativamente superiore nei cani trattati(144 giorni) rispetto a quelli
soltanto splenectomizzati (86 giorni) (Kim et al.,2007).
Effetti collaterali
L’effetto tossico che limita la dose massima acuta di epirubicina è la
mielosoppressione, mentre la cardiotossicità è il più importante effetto
tossico che limita la dose cumulativa; la tossicità ematologica è minore
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con l’epirubicina piuttosto che la doxorubicina alle stesse dosi, ed inoltre
l’epirubicina produce minore effetti tossici a livello cardiaco.
La maggior parte dei pazienti trattati con epirubicina presentano
nausea e vomito entro le prime 24 ore dal trattamento, sebbene questi
effetti possano essere ridotti con l’uso di antiemetici. Un’alopecia parziale
o reversibile è legata alla dose e si riscontra in quasi tutti i pazienti; il
grado di alopecia può essere ridotto con raffreddamento del cuoio
capelluto prima e dopo il ciclo di terapia (Satterwhite e Zimm, 1984).
Stomatiti o esofagiti possono presentarsi 5 o 10 giorni dopo la
somministrazione di elevate dosi di epirubicina. Si possono presentare
altri effetti avversi come diarrea, arrossamenti della faccia,
disidratazione, flebiti; altri effetti locali come eritemi, vesciche, dolore e
necrosi del tessuto se si verifica extravasazione durante la
somministrazione (Ganzina et al., 1985).
Effetti sul sistema ematopoietico
La mielosoppressione che segue la somministrazione di epirubicina
consiste principalmente in leucopenia, legata alla dose e reversibile, e
meno frequentemente in trombocitopenia (Ganzina et al., 1985).
La tossicità ematopoietica sembra mediata, almeno in parte da
alterazioni a livello dei cromosomi, soprattutto rotture dei cromatidi nelle
cellule del midollo osseo (Nersessian et al., 1991).
Studi in vitro hanno dimostrato che la tossicità dell’EPI sul sistema
ematopoietico è meno severa di quella indotta dalla DOX; la
sopravvivenza in cultura di cellule normali di midollo osseo umano è
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stata più alta dopo 200 nmol/L di EPI confrontata con la DOX (72%
contro 45%) (Tidefelt et al., 1991).
Studi clinici per confrontare la tollerabilità al trattamento con singolo
agente, sono stati condotti con EPI a 70 o 90 mg/m2, o DOX a 60 o 75
mg/m2, per 3 settimane, in pazienti con carcinoma mammario avanzato;
è emersa una più elevata tossicità ematologica della DOX quando
somministrate alle stesse dosi e una tossicità simile quando
somministrate a dose più alta di EPI (Perez et al., 1991).
Effetti miocardici
Una seria ed irreversibile tossicità miocardica che si manifesta con
insufficienza cardiaca congestizia spesso non risolvibile con terapia
supplementare, è il più grave effetto tossico che limita la dose
cumulativa delle antracicline. Insufficienza cardiaca congestizia e
cardiomiopatia possono presentarsi a dosi cumulative di EPI di circa 1000
mg/m2, e possono presentarsi anche molte settimane dopo l’interruzione
della terapia. Cardiotossicià può manifestarsi a dosi cumulative più
basse, soprattutto in pazienti già trattati con altre antracicline, che hanno
già subito radioterapia o che hanno una storia di disturbi cardiaci. Un
monitoraggio cardiaco, con elettrocardio-gramma e angiografia, è
raccomandato all’inizio e prima di ogni ciclo di terapia (Ganzina et al.,
1985).
La frequenza e la gravità degli effetti cardiotossici è più bassa con
l’EPI piuttosto che con la DOX alle stesse dosi. La dose cumulativa alla
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quale sono evidenti gravi effetti cardiaci è più alta per l’EPI (circa 1000
mg/m2) rispetto alla DOX (circa 550 mg/m2) (Plosker e Faulds, 1993).
Gli effetti cardiotossici dell’EPI sembrano legati, almeno in parte, ad
una perdita delle funzioni dei mitocondri cardiaci, come disturbi nel
trasporto intracellulare del calcio e alterazioni di struttura e funzioni di
membrana (Plosker e Faulds, 1993).
L’EPI ha minor effetto della DOX sull’influsso di calcio nel
sarcolemma di cuore di cane, attraverso lo scambiatore Na+-Ca2+ (Caroni
et al., 1981); l’effetto inibitorio sulla scambio di calcio nel cuore di cavia
è maggiore per la DOX rispetto all’EPI ed è correlato ad una riduzione
nella forza di contrazione (Monti et al, 1983). Questi risultati
suggeriscono che la degenerazione dei mitocondri e la conseguente
riduzione dei livelli energetici cellulari, porta a cardio-tossicità; comunque
l’EPI appare essere meno cardiotossica della DOX.
Lo sviluppo di cardiotossicità può essere legato alla formazione di
radicali liberi e ad i loro effetti in specifici siti, come sui lipidi della
membrana nucleare (Mimnaugh et al., 1985).
Secondo altri autori, gli effetti tossici sono legati anche al rilascio di
sostanze vasoattive come istamina o catecolamine, e possono essere
prevenuti mediante trattamento preventivo con antistaminici,
antiadrenergici, o calcio antagonisti (Soldani et al., 1981b, 1984;
Klugmann et al., 1989).
Anche i chelanti del ferro possono proteggere contro la tossicità da
EPI, probabilmente attraverso una ridotta formazione di radicali liberi
catalizzata dal metallo (Grankvist et al., 1989).
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La minor tossicità dell’EPI rispetto alla DOX può essere spiegata con
un miglior rilascio di EPI dai cardiomiociti; studi farmacocinetici seguiti a
somministrazione intravenosa di EPI e DOX nella cavia, hanno mostrato
un buon uptake nucleare di entrambi i farmaci, particolarmente durante
l’infusione, ed un più lento rilascio della DOX rispetto all’EPI nel periodo
post-infusione (Andersson et al., 1989).
L’EPI e la DOX hanno mostrato effetti simili sulla sintesi del DNA in
cardiomiociti di ratto in coltura; quindi, la ridotta cardiotossicità dell’EPI
non è probabilmente legata ad un minor grado di interazione con il DNA
(Wassermann et al., 1985).
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SCOPO DELLA TESI
Scopo della presente tesi è stato quello di sviluppare e validare, in
accordo con i parametri richiesti dalla Agenzia Europea di Valutazione dei
Medicinali (EMEA), una nuova metodica HPLC per la determinazione e
quantificazione nel plasma di cane dell’epirubicina e del suo metabolita
epirubicinolo.
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3. MATERIALI E METODI
Materiali
L’EPI e l’EPIolo sono stati gentilmente forniti dal Prof. Mario Del Tacca,
Sezione di Oncologia, della Facoltà di Medicina e Chirurgia dell’Università
di Pisa.
La DNR è stata acquistata dalla ditta Sigma-Aldrich (Milano, Italia).
Tutti i solventi utilizzati (acetonitrile, metanolo, cloroformio, acetone, n-
esano) sono di grado super HPLC (Baker Analyzed® Reagent, J.T. Baker,
Deventer, Holland).
L’acqua bi distillata impiegata per la costituzione della fase mobile, è
stata prefiltrata mediante filtri di acetato di cellulosa impermeabilizzati
con silicone (PS Whatman®, Millipore Corporation, Maid Stone, UK).
Tutti gli altri reagenti, solventi e materiali di laboratorio sono stati
acquistati dalle più comuni fonti commerciali.
Strumentazione
Il sistema HPLC consiste in una pompa JASCO 880 PU (JASCO, Tokio,
Japan).a flusso variabile ed un rivelatore fluorimetrico JASCO 821-FP
(JASCO, Tokio, Japan).
Come fase fissa, sono state impiegate una colonna analitica Waters
Spherisorb® ODS2 (150x4,6 mm) (Waters, Milford, MA, USA) ed una
colonna analitica Luna C18(2) (150x4,6 mm) (Phenomenex®, Torrance,
CA, USA), entrambe impaccate con gel di silice derivatizzato con gruppi
alchilici C18, aventi granulometria delle particelle di 3 μm. Con entrambe
le colonne è stata utilizzata una precolonna Waters Guard-PakTM di fase
ResolveTM C18 (Waters, Milford, MA, USA).
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Sono stati testati due volumi di iniezione: 100 µl e 20 µl.
L’attenuazione è stata fissa fissa a 0,004 Absorbance Unit Full Scan
(A.U.F.S).
Soluzioni standard
Le soluzioni standard di EPI (PM 579) ed EPIolo (PM 581) sono state
preparate sciogliendo 2,00 mg di sostanza in 1 ml di metanolo,
ottenendo in entrambi i casi una soluzione di 2000 µg/ml.
Da entrambe le soluzioni madre per diluizioni successive sono stati
preparati gli standard 5 – 1 – 0,5 – 0,1 – 0,05 – 0,01 – 0,005 – 0,001
µg/ml per l’EPI e 5 – 1 – 0,5 – 0,1 – 0,05 – 0,01 – 0,005 – 0,001 –
0,0005 µg/ml per l’EPIolo: con alcune di queste soluzioni sono state
ottenute le rette di taratura per iniezione in HPLC.
Sia le soluzioni di EPI che di EPIolo sono state protette dalla luce e
conservate in frigorifero ad una temperatura di +4°C, per non più di un
mese.
Standard interno
Come standard interno dell’EPI è stata utilizzata la DNR (figura 1.1).
La soluzione madre di DNR (PM 563) è stata preparata sciogliendo 1 mg
di sostanza in 2 ml di metanolo, ottenendo così una soluzione di 500
µg/ml.
Dalla soluzione madre è stato preparato lo standard 10 µg/ml.
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Sviluppo ed ottimizzazione delle condizioni
cromatografiche in HPLC
Sono stati variati numerosi parametri per ottenere in un'unica corsa la
miglior separazione dei picchi cromatografici tra le sostanze e lo standard
interno: flusso, costituzione e pH della fase mobile.
Sono state effettuate iniezioni delle soluzioni standard di EPI, di EPIolo e
di DNR separatamente e della miscela delle tre sostanze per valutare il
tempo di ritenzione e la risoluzione dei picchi.
Le fasi mobili sono state preparate estemporaneamente ogni volta e
accuratamente degassate in corrente di azoto; la colonna è stata
riequilibrata ad ogni cambiamento con un volume cinquanta volte
superiore a quello della colonna.
Sulla base dei dati presenti in letteratura (Fogli et al., 1999) è stata
preparata una fase mobile composta per il 65% v/v di sodio fosfato
monobasico (NaH2PO4) 50 mM e per il 35% v/v di acetonitrile (CH3CN); il
pH della fase mobile è stato portato a 4 per aggiunta di acido fosforico
(H3PO4) 0,1 M.
In seguito sono state testate altre fasi mobili:
 NaH2PO4 – CH3CN 50:50 v/v a pH 4;
 NaH2PO4 – CH3CN 60:40 v/v a pH 4;
 NaH2PO4 – CH3CN 67:33 v/v a pH 4;
 NaH2PO4 – CH3CN 70:30 v/v a pH 4;
 NaH2PO4 – CH3CN 50:50 v/v a pH 5,5;
 NaH2PO4 – CH3CN 60:40 v/v a pH 5,5;
 NaH2PO4 – CH3CN 65:35 v/v a pH 5,5;
 NaH2PO4 – CH3CN 67:37 v/v a pH 5,5;
 NaH2PO4 – CH3CN 70:30 v/v a pH 5,5;
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Il flusso è stato variato tra 0,8 e 1,5 ml/min al fine di ottenere la migliore
risoluzione dei picchi nel minor tempo possibile.
Il detector è stato settato ad una lunghezza d’onda di eccitazione di 480
nm e di emissione di 560 nm (Fogli et al., 1999).
Curve di calibrazione
Nelle condizioni cromatografiche ottimizzate, sono state ottenute le rette
di taratura per l’EPI e l’EPIolo mediante iniezione delle soluzioni standard
precedentemente preparate; per l’EPI sono state utilizzate le soluzioni 5
– 1 – 0,5 – 0,1 – 0,05 – 0,01 µg/ml, per l’EPIolo le soluzioni 1 – 0,5 –
0,1 – 0,05 – 0,01 – 0,005 – 0,001 µg/ml. Ciascuna iniezione è stata
iniettata tre volte ed, utilizzando la media delle tre determinazioni, è
stata ottenuta l’equazione della retta di calibrazione mediante il
programma Graph Pad Prism® 2.01 (Graph Pad Software Inc., San
Diego, CA, USA). Come parametro quantitativo è stata impiegata l’area
sottesa ai picchi del tracciato cromatografico, misurata direttamente
dall’integratore.
Animali e trattamento
Sono state trattate quattro femmine di cane meticcio, di 3-4 anni e di
20-25 kg di peso. Gli animali per il periodo di trattamento sono stati
alloggiati presso la Facoltà di Medicina Veterinaria dell’Università di Pisa;
l’alimentazione e l’abbeveraggio sono stati forniti ad libitum con
mangime commerciale per cani ed acqua potabile.
Il trattamento è stato effettuato con Farmorubicina® 50 mg, polvere per
soluzione per infusione endovenosa ed endovescicale, della ditta
Pharmacia, (Milano, Italia).
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Il farmaco è stato disciolto in 25 ml di soluzione fisiologica salina in
modo da ottenere una soluzione finale di concentrazione 2 mg/ml.
La somministrazione è stata effettuata come da foglietto illustrativo del
farmaco; in bolo per via endovenosa in 5 – 10 minuti attraverso il
tubolare di una fleboclisi perfettamente inserito nella vena radiale destra.
Attraverso un’agocanula precedentemente inserita nella vena
controlaterale sono stati effettuati prelievi di sangue a vari tempi: 0,08,
0,16, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 24, 48 e 56 ore dopo la somministrazione.
I campioni di sangue raccolti in provette eparinate sono stati subito
centrifugati, ed il plasma, opportunamente protetto dalla luce, è stato
congelato a -80°C fino al momento dell’analisi.
Campioni di sangue sono stati prelevati anche da cani controllo, non
sottoposti ad alcun trattamento, ed utilizzati per validare il metodo
analitico.
Preparazione dei campioni
In provette pulite ed opportunamente protette dalla luce sono stati posti
500 µl di plasma; a questi sono stati aggiunti 10 µl di una soluzione a
concentrazione 10 µg/ml dello standard interno (DNR) ed il tutto è stato
vortexato per 2’.
Successivamente in ogni provetta sono stati aggiunti 500 µl di una
soluzione di sodio fosfato bibasico (Na2HPO4) 0,2 M a pH 8,40 per
facilitare la precipitazione delle proteine plasmatiche; il tutto è stato
nuovamente vortexato per 2’.
Per l’estrazione dei campioni sono stati testati diversi solventi:
 cloroformio (CH3Cl) – isopropanolo 90:10 in volume di 4 ml;
 n-esano – metanolo (CH3OH) 95:5 in volume di 4 ml;
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 CH3Cl – CH3OH 95:5 in volume di 4 ml;
 CH3Cl – CH3OH 95:5 in volume di 3 ml;
 CH3Cl – CH3OH 90:10 in volume di 3 ml;
 CH3Cl – CH3OH 85:15 in volume di 3 ml.
Dopo l’aggiunta dei solventi, i campioni sono stati debolmente
vortexati, posti in oscillatore, quindi in centrifuga.
Il sovrastante di n-esano o la fase organica sottostante di CH3Cl è
stata prelevata con una micropipetta di vetro e messa in una provetta
pulita, opportunamente protetta dalla luce.
A questa è stato aggiunto H3PO4 0,1 M in volumi diversi, sono stati
esaminati 500 µl e 1000 µl. Il tutto è stato nuovamente vortexato, posto
in oscillatore e centrifuga. La fase acquosa superiore è stata prelevata e
direttamente iniettata in HPLC.
Alternativamente è stata portata a secco la fase organica sotto
flusso di azoto, ripresa con 250 µl di CH3OH, vortexata ed iniettata
direttamente in HPLC. In questo caso, per ogni campione è stata
valutata l’efficacia di estrazione in singolo, in doppio, in triplo.
L’estrazione dei campioni, per ogni metodica, è stata fatta in
doppio.
Validazione del metodo
Il metodo HPLC è stato validato in accordo con i parametri richiesti
dall’EMEA nella “Guideline on validation of analytical procedures” del
1998 (EMEA, 1998).
Specificità: la specificità è stata valutata mediante analisi HPLC di
soluzioni standard di EPI, di EPIolo e di DNR. In questo modo è stato
possibile dimostrare quale fosse l’effettivo cromatogramma della
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sostanza in esame. La conferma che i picchi cromatografici rilevati
fossero dovuti proprio a tali sostanze è stata anche ottenuta dalla
constatazione che, aumentando la concentrazione delle soluzioni
iniettate, l’area sottesa al picco aumentava. Inoltre è stata effettuata
un’analisi con il fluorimetro per valutare lo spettro di assorbimento della
sostanza.
Linearità: la linearità è stata valutata dall’analisi del grafico dell’area
sottesa alla curva cromatografica in funzione della concentrazione
dell’analita.
Range: l’intervallo di concentrazioni in cui il metodo è risultato valido
deriva dagli studi sulla linearità. È stato stabilito in base al fatto che i
risultati analitici ottenuti dall’analisi di un campione contenente una
concentrazione di analita compresa nel range specifico per quella
procedura, devono discostarsi di poco dalla linearità e devono essere
precisi ed attendibili.
Accuratezza: l’accuratezza del metodo HPLC è stata dimostrata facendo
alcune prove in bianco, ossia iniettando soluzioni di estratti da plasma di
cane non trattato. È stato così dimostrato che ai tempi di ritenzione
corrispondenti all’EPI, al metabolita EPIolo ed allo standard interno DNR,
non vi erano picchi relativi ad impurezze che potessero alterare l’esito
dell’analisi.
Precisione: a) Ripetibilità: la ripetibilità è stata valutata analizzando
un minimo di sei concentrazioni per l’EPI e di otto per l’EPIolo, comprese
nel range di linearità dei metodi. b) Riproducibilità: la riproducibilità è
stata valutata mediante test incrociati con altri laboratori (Dipartimento
di Salute Animale, Facoltà di Medicina Veterinaria, Parma).
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Coefficienti di variabilità intra-day e inter-day: coefficienti intra-
day ed inter-day sono stati determinati mediante analisi HPLC di tre
concentrazioni sia di EPI che di EPIolo; 0,05 – 0,5 – 1 µg/ml.
La variabilità intra-day è stata ottenuta iniettando tre volte ciascuna
concentrazione in tempi diversi lo stesso giorno, mentre quella inter-day
è stata ottenuta iniettando ciascuna soluzione tre volte al giorno per
cinque giorni consecutivi.
Limiti di quantificazione e determinazione: il limite di
quantificazione (LOQ) e di determinazione (LOD) sono stati calcolati
analizzando concentrazioni progressivamente più basse delle soluzioni di
EPI e di EPIolo. Sia il limite di determinazione che quello di
quantificazione sono stati valutati basandosi sulla deviazione standard
del valore sperimentale e della pendenza della curva di taratura. I limiti
di determinazione e di quantificazione possono essere espressi come:
LOD = 3.3 σ/S
LOQ = 10 σ/S
Dove σ rappresenta la deviazione standard dal valore sperimentale e S la
pendenza della curva di taratura. Riferendosi alla curva di calibrazione,
come valore di deviazione standard può essere presa la deviazione
standard dell’intercetta con l’asse delle y o la deviazione standard della
linea di regressione.
Robustezza: la robustezza del metodo è stata valutata andando a
considerare tutti parametri che potevano influenzarlo. Sono stati quindi
valutati la stabilità in soluzione dell’analita, il suo tempo di estrazione,
l’influenza della variazione del pH della fase mobile, della temperatura,
della velocità di flusso e della colonna.
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4. RISULTATI
Scelta dello standard interno
Per utilizzare una molecola come standard interno occorre
considerare una serie di requisiti: questa non deve essere presente nella
miscela da analizzare, non deve reagire con alcun componente del
campione, non deve contenere impurezze rilevabili, deve essere ben
risolta dagli altri componenti, deve essere strutturalmente simile alla
sostanza, deve avere simile solubilità ed assorbimento massimo alla
stessa lunghezza d’onda.
La nostra scelta è stata da subito indirizzata verso la DNR (figura
1.1), che ha presentato tutte le caratteristiche richieste da uno standard
interno.
Condizioni cromatografiche per il metodo HPLC
La molecola dell’EPI presenta due centri chirali, esiste quindi sotto
forma di più isomeri. Il metodo HPLC ha permesso di valutare la
presenza di due stereoisomeri, grazie alla separazione di due picchi in
tutti i tracciati; analoghe considerazioni possono essere fatte per il
metabolita EPIolo, mentre non valgono per lo standard interno, DNR. Il
picco di questa sostanza risulta infatti unico.
Per la determinazione quantitativa dell’EPI e dell’EPIolo è sempre
stato fatto riferimento al picco più abbondante, valutato tramite l’aria
sottesa al grafico nei tracciati HPLC.
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Colonna: la colonna Luna C18(2) (150x4,6 mm) (Phenomenex®,
Torrance, CA, USA) ha mostrato di non separare bene l ‘EPI dall’EPIolo; i
cromatogrammi risultavano troppo slargati e difficilmente integrabili
(figura 4.1). La colonna Waters Spherisorb® ODS2 (150x4,6 mm)
(Waters, Milford, MA, USA) ha invece mostrato una miglior risoluzione
dei picchi.
Figura 4.1 Cromatogramma di una soluzione pura di epirubicina e epirubicinolo con una
colonna Luna
Loop: per l’iniezione in HPLC è stato variato il loop. Con il loop da
100 µl si è notato un abbassamento della pressione notevole, anche di
40 PSI; il loop da 20 µl non ha mai dato problemi di questo tipo, quindi
la nostra scelta è stata indirizzata verso quello.
Fase mobile: la fase mobile costituita da sodio fosfato monobasico
50 mM e acetonitrile in rapporto 70:30 v/v ha mostrato una buona
risoluzione del picco del metabolita EPIolo, che si presentava un unico,
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mentre i picchi dell’EPI risultavano sdoppiati e troppo allargati (figura
4.2).
Figura 4.2 Cromatogramma di una soluzione pura di epirubicina ed epirubicinolo quando
la fase mobile è costituita da NaH2PO4 CH3CN in rapporto 70:30 % v/v
Aumentando la fase organica in rapporti 67:33 (figura 4.3) e 65:35
% v/v tra sodio fosfato monobasico e acetonitrile si è raggiunta una
risoluzione dei picchi migliore (figura 4.11).
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Figura 5.3 Cromatogramma di una soluzione pura di epirubicina ed epirubicinolo quando
la fase mobile è costituita da NaH2PO4 CH3CN in rapporto 67:33 % v/v
Aumentando ancora la fase organica fino a raggiungere rapporti
60:40 (figura 4.4) e 50:50 (figura 4.5) % v/v tra sodio fosfato
monobasico 50 mM e acetonitrile si è notata una diminuizione dei tempi
di ritenzione le sostanze fino a completa sovrapposizione dei picchi.
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Figura 4.4 Cromatogramma di una soluzione pura di epirubicina ed epirubicinolo quando
la fase mobile è costituita da NaH2PO4 CH3CN in rapporto 60:40 % v/v
La fase mobile che ha consentito le migliori risoluzione e separazione
tra i picchi delle sostanze e dello standard interno è quella costituita da
65:35 % v/v tra sodio fosfato monobasico 50 mM e aceto nitrile. Questa
fase mobile ha inoltre permesso che i picchi delle sostanze e dello
standard interno non si sovrapponessero ad eventuali impurezze dei
campioni plasmatici (figura 4.6 e figura 4.7).
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Figura 4.5 Cromatogramma di una soluzione pura di epirubicina ed epirubicinolo quando
la fase mobile è costituita da NaH2PO4 CH3CN in rapporto 50:50 % v/v
Figura 4.6 Cromatogramma di un estratto plasmatico di cane non trattato con epirubicina
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Figura 4.7 Cromatogramma di un estratto plasmatico di un cane trattato con epirubicina
dopo 8 ore dalla somministrazione
Effetto del pH: il pH della fase mobile è risultato essere 5,5, ma a
questo valore i picchi delle sostanze erano troppo slargati e non avevano
una buona risoluzione (figura 4.8).
Il pH della fase mobile è stato quindi variato fino a 4,00 per aggiunta
di H3PO4 0,1 M, considerando che la colonna era in grado di sopportare
pH compresi tra 4,00 e 11,00; la risoluzione dei picchi è risultata buona.
Flusso: il flusso della fase mobile è stato variato da 0,8 ml/min fino
a 1,5 ml/min. A 0,8 ml/min i picchi delle sostanze risultavano troppo
slargati (figura 4.9) mentre a 1,5 ml/min i tempi di ritenzione
diminuivano ed i picchi delle sostanze si sovrapponevano (figura 4.10).
Il flusso della fase mobile ad 1 ml/min ha permesso di ottenere picchi
sufficientemente stretti e separati, facilmente integrabili.
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Figura 4.8 Cromatogramma di una soluzione pura di epirubicina ed epirubicinolo quando
la fase mobile è costituita da NaH2PO4 CH3CN in rapporto 65:35 % v/v a pH 5,50
Figura 4.9 Cromatogramma di una soluzione pura di epirubicina ed epirubicinolo quando
la fase mobile è costituita da NaH2PO4 CH3CN in rapporto 65:35 % v/v a pH 4,00 ed il
flusso 0,8 ml/min
Risultati
- 71 -
Figura 4.10 Cromatogramma di una soluzione pura di epirubicina ed epirubicinolo quando
la fase mobile è costituita da NaH2PO4 CH3CN in rapporto 65:35 % v/v a pH 4,00 ed il
flusso è 1,5 ml/min
Le condizioni ottimali sono quindi state caratterizzate da una fase mobile
costituita per il 65% da sodio fosfato monobasico 50 mM e per il 35% da
acetonitrile, portata a pH 4,00 con H3PO4 0,1 M; flusso pari a 1 ml/min e
loop da 20 µl. Il tempo di ritenzione in queste condizioni, è stato di 2,5 ±
0,2 min per l’EPIolo, di 5,3 ± 0,2 min per l’EPI e 9 ± 0,2 min per la DNR
(figura 4.11).
Il grado di separazione tra due picchi può essere espresso come
rapporto tra i rispettivi tempi di ritenzione: il fattore di separazione tra
l’EPI ed il suo metabolita EPIolo è risultato 2,12 ± 1, mentre quello tra lo
standard interno DNR e l’EPI è 1,7 ± 1.
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Figura 4.11 Cromatogramma di una soluzione pura di epirubicina, epirubicinolo e
daunorubicina quando la fase mobile è costituita da NaH2PO4 CH3CN in rapporto 65:35 %
v/v a pH 4,00 ed il flusso è 1ml/min
Curve di calibrazione
Nelle condizioni ottimizzate sono state ottenute le curve di
calibrazione sia per l’EPI che per il metabolita EPIolo.
La curva di taratura per l’EPI (figura 4.12) è caratterizzata dai
seguenti parametri:
 r2 = 0,9976
 l’equazione della retta y=445900 x – 15940
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Figura 4.12 Curva di taratura per l’epirubicina
La curva di taratura per l’EPIolo (figura 4.13) è caratterizzata da
seguenti parametri:
 r2 = 0,9985
 l’equazione della retta y=648700 x – 2343
Figura 4.13 Curva di taratura per l’epirubicinolo
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Scelta del metodo di estrazione dei campioni
L’estrazione dei campioni è stata condotta con varie metodiche e
diversi solventi.
In un primo momento è stata usata una miscela di cloroformio –
isopropanolo 90:10 in volume di 4 ml.
Dopo l’aggiunta dei solventi, i campioni sono stati debolmente
vortexati, posti in oscillatore a 120 oscillazioni al min per 30’, quindi in
centrifuga per 25’ a 2000 rpm. La fase organica sottostante è stata
prelevata con una micropipetta di vetro e messa in una provetta pulita
opportunamente protetta dalla luce. A questa è stato aggiunto H3PO4 0,1
M in volumi di versi; sono stati esaminati 500 µl e 1000 µl. Il tutto è
stato nuovamente vortexato, posto in oscillatore a 120 oscillazioni al min
per 30’, quindi in centrifuga per 15’. La fase acquosa superiore è stata
prelevata e direttamente iniettata in HPLC.
Con questa metodica di estrazione si sono ottenute delle buone
percentuali di recupero sia per l’EPI che per l’EPIolo, rispettivamente
79,5% ± 7,8% e 89,8% ± 5,2%. Non si sono riscontrate grosse
differenze riguardo alla quantità di H3PO4 con cui riprendere; utilizzare
1000 µl anziché 500 µl è risultato più comodo per recuperare la
soluzione da iniettate.
Tuttavia con questa metodica le percentuali di recupero dello
standard interno sono risultate molto basse e diverse da quelle delle
sostanze; 28,5% ± 3,5%.
Abbiamo quindi cercato di modificare la procedura di estrazione,
utilizzando anche altri solventi.
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Utilizzando una miscela costituita da n-esano e metanolo in rapporto
95:5 i recuperi delle due sostanze e dello standard interno erano
particolarmente bassi; non si supera il 10% di recupero di nessuna delle
tre sostanze.
La miscela di solventi cloroformio – metanolo è stata provata in varie
percentuali. Nel caso di un rapporto 95:5 tra cloroformio e metanolo le
percentuali di recupero erano per l’EPIolo del 64% ± 2%, per l’EPI 74%
± 3% e per la DNR del 77,5% ± 0,5%. Utilizzando una miscela al 90:10
si è notato un recupero per l’EPIolo del 83,5% ± 0,5%, per l’EPI del
85,5% ± 2,5% e per la DNR del 87% ± 4%. Aumentando ancora la
percentuale di metanolo, fino ad un rapporto 85:15, le percentuali di
recupero diminuivano, soprattutto per le due sostanze; per l’EPIolo
65,5% ± 4,5% e per l’EPI 62,5% ± 3,5%, mentre per lo standard
interno si ottenevano ancora recuperi alti del 79,5% ± 4,5%.
Il solvente di estrazione migliore è risultato quindi essere una miscela
di cloroformio e metanolo in rapporto 90:10 % v/v in volume di 3 ml.
Dopo l’aggiunta della miscela di solventi, i campioni sono stati
debolmente vortexati, tenuti in oscillatore per 20’ (a 120 oscillazioni al
min), quindi in centrifuga per 15’ a 2000 rpm.
La fase organica sottostante è stata prelevata con un micropipetta di
vetro e messa in una provetta pulita opportunamente protetta dalla luce,
mentre il residuo è stato estratto una seconda volta con lo stesso modo;
è stato nuovamente vortexato, fatto oscillare per 20’ e centrifugato per
15’. La fase organica derivante dalla seconda estrazione è stata aggiunta
a quella della prima. Il residuo è stato di nuovo sottoposto ad un terzo
ciclo estrattivo identico ai precedenti; vortexato, oscillato, centrifugato.
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L’ulteriore fase organica derivante dalla terza estrazione è stata aggiunta
alle prime. Il tutto è stato portato a secco sotto flusso di azoto.
I campioni sono stati ripresi con 250 µl di CH3OH, vortexati per 3’ ed
iniettati di HPLC.
L’efficacia dell’estrazione è stata valutata confrontando le percentuali
di recupero per estrazioni effettuate in singolo, in doppio o il triplo.
Nel caso dell’estrazione singola, le percentuali di recupero delle
sostanze erano basse, per l’EPIolo 39,5% ± 0,5%, per l’EPI 50%
±2,5%;per lo standard interno invece si raggiungevano percentuali
abbastanza alte, 73,5% ± 2,5%. Nell’estrazione doppia le percentuali di
recupero per le sostanze salivano al 75,5% ± 0,5% per l’EPIolo, al
79,5% ± 2,5% per l’EPI e al 85,5% ± 2,5%per la DNR.
Con l’estrazione tripla invece si sono raggiunti recuperi nell’ordine del
85,5% ± 2,5% per tutte e tre le sostanze. Si è quindi utilizzata la
metodica di estrazione in triplo, l’unica che offriva percentuali di recupero
alte e paragonabili di tutte e tre le sostanze.
Il procedimento di estrazione ottimale adottato può essere
schematizzato come in figura 4.14.
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500 μl plasma + 10 μl DNR 10 μg/ml + 500 μl Na2HPO4 0,2 M
Figura 4.14 Schema del processo estrattivo
 vortex
 + 3 ml CH3Cl – CH3OH 90:10
 vortex
 oscillatore per 20’
 centrifuga per 15’ a 2000 rpm
 si preleva la fase organica sottostante con una
micropipetta e si estrae nuovamente il residuo
Residuo
 + 3 ml CH3Cl – CH3OH 90:10
 vortex
 oscillatore per 20’
 centrifuga per 15’ a 2000 rpm
 si preleva la fase organica sottostante con una
micropipetta e si estrae nuovamente il residuo
Residuo
 + 3 ml CH3Cl – CH3OH 90:10
 vortex
 oscillatore per 20’
 centrifuga per 15’ a 2000 rpm
 si preleva la fase organica
sottostante con una micropipetta
Fase organica
si porta a secco sotto flusso di
azoto
Si riprende con 250 μl di CH3OH
vortex
Si inietta in HPLC
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Validazione del metodo
Linearità: il metodo HPLC è risultato lineare per concentrazioni
comprese tra 0,01 e 5 ppm per l’EPI e tra 0,001 e 1 ppm per il
metabolita EPIolo.
Precisione e coefficienti di variazione: la precisione è espressa
come coefficiente di variazione in percentuale dei risultati ottenuti dalle
differenti analisi (CV%) (tabella 4.1).
INTRA-DAY
CV%
INTER-DAY
CV%
0,05 ppm
EPI 0,5 ppm
1 ppm
8,9 ± 0,9
5,6 ± 0,8
4,5 ± 0,7
9,3 ± 0,7
6,3 ± 0,6
4,9 ± 0,6
0,05 ppm
EPIolo 0,5 ppm
1 ppm
8,8 ± 0,4
6,7 ± 0,6
4,3 ± 0,5
8,9 ± 0,5
6,3 ± 0,7
3,9 ± 0,6
Tabella 4.1 Coefficienti di variazione intra-day ed inter-day di epirubicina ed epirubicinolo
Limiti di quantificazione e di determinazione: per l’EPI il limite di
quantificazione (LOQ) è 0,01 ppm, quello di determinazione (LOD) 0,005
ppm. Per l’EPIolo sono rispettivamente 1 ppb (LOQ) e 0,5 ppb (LOD).
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Analisi quantitativa
Mediante l’analisi HPLC degli estratti dei campioni plasmatici sono
stati ottenuti i valori dell’area relativa al picco corrispondente all’EPI e
all’EPIolo. Partendo da questi valori è stato possibile risalire alla
concentrazione di EPI e di EPIolo presente nel plasma del cane trattato.
La concentrazione delle due sostanze è stata espressa in µg/ml di
plasma.
I livelli di EPI e di EPIolo sono risultati (tabella 4.2):
Tempo (ore) EPI EPIolo
0,08 0,1949 ± 0,09 < LOQ
0,16 0,0432 ± 7,07 E-4 < LOQ
0,5 0,0264 ± 7,07 E-4 < LOQ
1 0,0234 ± 0,02 0,0027 ± 0,003
2 0,0247 ± 7,07 E-4 0,0038 ± 2,83 E-4
4 0,0247 ± 7,07 E-4 0,0047 ± 3,54 E-4
6 0,0247 ± 7,07 E-4 0,0042 ± 2,12 E-4
8 0,0247 ± 7,07 E-4 0,0037 ±2,12 E-4
24 < LOQ 0,0037 ± 2,12 E-4
48 < LOQ 0,0038 ± 2,12 E-4
56 < LOQ 0,0038 ± 2,12 E-4
Tabella 4.2 Concentrazione plasmatica di EPI ed EPIolo. I risultati sono espressi come
media ± deviazione standard
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È risultato quindi che l’andamento nel tempo delle concentrazioni
plasmatiche di EPI (figura 4.15) ed EPIolo (figura 4.16) nel cane trattato
sono i seguenti:
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Figura 4.15 Andamento della concentrazione plasmatica di EPI nei cani trattati
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Figura 4.16 Andamento della concentrazione plasmatica di EPIolo nei cani trattati
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5. DISCUSSIONE
Le antracicline, ed in particolare la doxorubicina, ricoprono un posto di
eccellenza tra le classi di farmaci antitumorali a nostra disposizione; fin
dai primi anni sessanta, data della loro sintesi, sono largamente utilizzate
in medicina umana per molti tipi di neoplasie, tra cui anche quelle
mammarie.
Per contro, in medicina veterinaria, i tumori alla mammella in cani e gatti
sono stati fino ad oggi trattati prevalentemente con la sola terapia
chirurgica; negli ultimi anni sono stati anche inseriti protocolli
sperimentali di chemioterapia veterinaria. La scelta dei farmaci impie-gati
si è basata su evidenze estrapolate dalla medicina umana, senza le
dovute basi farmacodinamiche e farmacocinetiche nelle specie bersaglio.
Da qui è nata l’esigenza di sviluppare un metodo analitico per valutare la
farmacocinetica dei farmaci antitumorali nel cane e nel gatto.
In letteratura esistono molti studi per la determinazione della
doxorubicina, dell’epirubicina e dei loro metaboliti nel plasma e nelle
urine umane tramite HPLC (Barker et al., 1996; Ricciarello et al., 1998,
Fogli et al., 1999; Zagotto et al., 2001). Fino ad oggi invece, in
letteratura non sono riportati metodi HPLC per l’analisi quantitativa
dell’EPI e del metabolita EPIolo né nel plasma di cane, né in quello di
gatto.
Alcuni studi prevedono la determinazione delle antracicline mediante
spettrometria di massa (Lachatre et al., 2000), o spettroscopia UV-
visibile (Loadman e Calabrese, 2001), o anche con un detector
elettrochimico (Ricciarello et al., 1998); per questo studio è stato
utilizzato un fluorimetro, strumento molto diffuso, più econo-mico
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rispetto agli spettrometri di massa e che permette di ottenere dei limiti di
determinazione e quantificazione migliori rispetto ad uno spettrometro
UV, nell’ordine dei ng/ml.
In letteratura sono presenti molti studi finalizzati a determinare la
presenza dell’epirubicina tramite HPLC e fluorimetro in vari campioni
biologici umani; plasma, saliva, urine (Camaggi et al., 1988b; Barker et
al., 1996; Fogli et al., 1999; Dodde et al., 2003). In tutti questi studi i
limiti di quantificazione per l’epirubucina e per l’epirubicinolo sono
dell’ordine dei ng/ml ed i coefficienti di variazione intra-day ed inter-day
sono minori del 10%; in tutti i casi i limiti di quantificazione
dell’epirubicina sono più alti di quelli del rispettivo metabolita.
Il metodo HPLC da noi messo a punto si è dimostrato valido ed affidabile
per la quantificazione dell’epirubicina e del suo metabolita epirubicinolo
nel plasma di cane; la determinazione del metabolita idrossilato acquista
particolare rilevanza considerata la sua responsabilità dose-dipendente
nello sviluppo della cardiotossicità.
Modificando le condizioni cromatografiche è stato possibile ottenere la
separazione dei picchi dell’EPI e dell’EPIolo da quelli dello standard
interno, DNR; la possibilità di utilizzare uno standard interno si è
dimostrata molto utile al fine di ottenere un’analisi quantitativa più
precisa ed affidabile.
Tra le varie fasi mobili testate, quella costituita da sodio fosfato
monobasico 50 mM e acetonitrile in rapporto 65 – 35 % v/v e portata a
pH 4,00, descritta da Fogli et al. (1999), ha permesso tale separazione,
anche in un tempo molto breve, circa 10 minuti. La separazione dei
picchi cromatografici così ottenuta, indicata dal rapporto dei tempi di
ritenzione, è molto buona dato che il fattore di separazione calcolato è
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maggiore di uno. La metodica messa a punto in questo studio ha
permesso di quantificare precisamente l’epirubicina ed il suo metabolita
grazie all’utilizzo di uno standard interno, la DNR, cosa che manca nel
lavoro di Fogli et al. (1999). In un unico tracciato i picchi delle tre
sostanze sono risultati ben separati e distinti, ed inoltre è stato anche
possibile valutare la presenza di due stereisomeri dell’EPI e dell’EPIolo
grazie all’utilizzo della colonna Waters Spherisorb® ODS2 (150x4,6 mm)
che distingueva i due picchi.
L’utilizzo di tale fase mobile ha inoltre permesso che le impurezze
presenti nei campioni non si sovrapponessero ai picchi cromatografici
delle sostanze di interesse.
Il processo estrattivo è stato messo a punto andando a valutare le
caratteristiche di solubilità dell’EPI, dell’EPIolo e della DNR. La procedura
di estrazione ottimizzata si è rivelata migliore rispetto a quella proposta
da Fogli et al. (1999), in quanto, adottando questa metodica, le
percentuali di recupero dello standard interno erano troppo basse (28%
± 3,5%) e diverse da quelle delle due sostanze (79,5% ± 7,8% per l’EPI
e 89,8% ± 5,2% per l’EPIolo).
Il metodo messo a punto ha dimostrato di possedere le caratteristiche
richieste dall’EMEA per la validazione.
L’ottima linearità delle rette di taratura è dimostrata dal coefficiente di
variazione (r2) molto vicino all’unità.
Il range di validità del metodo è molto ampio; per l’EPI è stato ottenuto
con concentrazioni da 0,01 µg/ml a 5 µg/ml, mentre per l’EPIolo da 1
ng/ml a 1 µg/ml.
Dato che il range di validità del metodo è piuttosto ampio e considerando
gli elevati recuperi ottenuti (85,5 ± 2,5%), è stato possibile determinare
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nei campioni concentrazioni di EPI nell’ordine dei µg/ml e di EPIolo
nell’oridine dei ng/ml; i limiti di quantificazione e determinazione sono
risultati infatti, per l’EPI 0,01 µg/ml e 0,005 µg/ml, mentre per l’EPIolo 1
ng/ml e 0,5 ng/ml. Questi risultati sono dello stesso ordine di grandezza
di quelli riportati nella maggior parte degli studi presenti in letteratura
(Camaggi et al., 1988b; Barker et al., 1996; Fogli et al., 1999; Dodde et
al., 2003).
Il metodo si è dimostrato preciso ed accurato, visto che i coefficienti di
variazione intra-day ed inter-day sono più bassi del 10%.
I risultati suggeriscono quindi che è possibile utilizzare questo metodo
per quantificare l’EPI e il suo metabolita nel plasma di cani trattati con il
farmaco e seguire la loro farmacocinetica; l’EPI infatti è stata ritrovata
fino ad 8 ore dopo la somministrazione, mentre il metabolita addirittura
fino a 56 ore dopo.
Benché siano stati trattati solamente 4 cani e siano necessari altri
soggetti per avere dati significativi, sono stati messi a confronto i
tracciati farmacocinetici per l’EPI e l’EPIolo nell’uomo (Robert et al,
1985), con quelli ottenuti nei cani.
Per quel che riguarda l’EPI l’andamento farmacocinetico dopo
somministrazione endovenosa è simile nell’uomo e nel cane; tuttavia nel
cane già 24 ore dopo la somministrazione non si riesce più a quantificare
il farmaco, mentre nell’uomo sembra permanere fino a 48 ore. Questo
può essere dovuto alla diversa dose somministrata; nel cane 25 mg/m2,
nell’uomo una dose doppia, 50 mg/m2.
L’andamento della concentrazione plasmatica dell’EPIolo nell’uomo è
invece caratterizzato da un picco circa 30 minuti dopo la
somministrazione; successivamente la concentrazione decade, ma il
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metabolita è presente anche 50 ore dopo la somministrazione. Nel cane
l’andamento è abbastanza simile, anche se si inizia a quantificare il
metabolita 1 ora dopo la somministrazione e si nota un picco di
concentrazione dopo 4 ore. Questo può essere legato ad una più lenta
velocità di metabolizzazione del farmaco nel cane, anche se il fatto di
aver trattato solamente un animale non dà indicazioni certe.
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6. CONCLUSIONI
In conclusione:
 Il metodo sviluppato è risultato valido, semplice, sensibile e ha
permesso di ottenere recuperi elevati e buoni limiti di
determinazione.
 Il metodo messo a punto può essere utilizzato per seguire la
farmacocinetica dell’EPI e, cosa importante, anche del suo
metabolita EPIolo nel cane. Questo può essere di valido aiuto
alla chemioterapia veterinaria, finora basata su estrapolazioni da
studi condotti sull’uomo. Il poter seguire anche la
farmacocinetica dell’EPIolo risulta importante vista la sua
rilevanza nello sviluppo della cardiotossicità.
 Sebbene siano stati trattati solamente 4 cani, la farmacocinetica
dell’EPI e dell’EPIolo sembra essere simile a quella riscontrata
nell’uomo.
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